Document made available under 
Patent Cooperation Treaty (PCT) 

International application number: PCT/FR05/000093 
International filing date: 14 January 2005.(14.01.2005) 

Document type: Certified copy of priority document 

Document details: Country/Office: FR 

Number: 0400366 

Filing date: 15 January 2004 (15;0L2004) 

Date of receipt at the International Bureau: 30 March 2005 (30.03.2005) 

Remark: Priority document submitted or transmitted to the International Bureau in 
compliance with Rule 17.1(a) or (b) 




World Intellectual Property Organization (WIPO) - Geneva, Switzerland 
Organisation Mondiale de la Propriete Intellectuelle (OMPI) - Geneve, Suisse 



REPUSLIQUE FRA 



N Q 



PpT|Ff{2p05/ 0 00 09 3 



I INSTITUT 
NATIONAL OE 
LA PROPRIETE 
INOUSTRIELLB 



BREVET DMNVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 

Le Directeur general de l'Institut national de la proprlete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
•certifjee Goriforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'Institut. 

Fait & Paris, le ' ^ 8 M, 20flS 



Pour le Directeur g6n6ral de rinstllut 
national de ia propri6t6 Industrielle 
Le Chef du D6partement des brevets 




Martine PUNCHE 




ETA8USSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR U LOI N» 51-444 DU 10 AVRIL 1951 




1er depot 



*»"«l»INSTnUI 

NATIONAL DC 
LA FROPRIETS 
INOUSTRIELU 

26 bis, rue dc Saint P6tersbourg 
75800 Paris Cedex 08 ' 

T^l^phone : 01 53 04 53 04 T^lecopie : 01 42 94 86 54 



■(ReserveariNPtt 



REMISE OES PIECES 
DATE 

15 JAN 2004 
75 INPI PARIS 26Bis SP 

[ N« D'ENREGISTREMENT 
NATIONAL AHRIBUE PAR L'INPI 

I DATE OE d£p6t ATTRIBUCE 
I PAR L'INPI 



0400366 
1 5 JAN. 2004 



I Vos references pour ce dossier 
1 'J""'"""J'> IFBOSDHINRORTrs 



Confirmation d'un depot par t a^copie 
lO NATURE DE LA OEMANDE 



BREVET D'INVENTIOM 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code da la propri^te intellecUielle - LIvrc VI 

REQUETE en oeuVRANCE 1/2 
Get ?mprim6 est 6 remplir lislblement ^ I'encre noire 



N*' n354'0i 



OB MO W /260SW 



Q NOM ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU DU MANDATAIRE 
A QUI LA CORRESPONDANCE DOIT EIRE ADRESS^E 

■ 

GROSSET-FOURNIER & DEMACHY 

54, me Saint-Lazare 
F-75009 Paris 



Demande de brevet 
Demande de certlficat d'utilite 



Demande divisionnaire 

nmamlc <h hmvl huUalv 



Transformation d'une demande de 
brevet europeen Ikmmuk (k bmvt wiliah 



□ attribu6 par riNPI a la telecopie 
Cochez I'une des 4 cases suivantes 



□ 



□ 

|\|o 



Date 
Date 



/ 
/ 



□ 
MO 



Date 



^'TRE DE L'INVEWTION (200 caractere. ou espaces maximum) 



I / 



SOUCHES 



DECLARATION DE PRIORITE 
OU REQUETE DU BENEFICE DE 
LA DATE DE DEPOT D'UNE 
DEMANDE ANTeRIEURE FRANQAISE 



El PEIVTANDEUR 



Norn ou denomination sociale 



Prenoms 
Forme juridique 



N° SIREN 



Code APE-NAP 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville' 



Pays 



Nationalite 



N° de telephone (JaaillaiiJ) 
N° de teMcople (JmdialiJ) 



Adresse electronique (Jacullatif) 



Pays ou organisation 
Date / / 

Pays ou organisation 
Date / / 

Pays ou organisation 
Date : / / 



IVjo 

|\J0 



□ yil y a d-autres priorites, cochez la case et utilisez rimprime «Sulte>i 



g_SMI y a d'autres demandeurs, cochez la case et utillsez Fimprime «Suite,) 



INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONQMIOTJE 



147, rue de rUniversite 



'TTCSNCE " 



ler depot 





CERTIFICAT D UTILITE 

mD«,R«LUE REQUETE EN DELIVRANCE 2/2 



INSIITUT 
NATIONAL PC 
LA PROPRIEIK 



REMISE DES PIECES 

15 JAN 2004 

75 INPI PARIS 25Bis SP 

N'D-ENREGISTREMENT 0400366 
NATIONAL AHRIBU^ PAR UINPI 


OB S40W/ 190600 


Vos references pour ce dossier : 

{faculUUif) 


IFB 03 DH INK ORUS 


MANDATAIRE 

Mom 

Prenom 

Cabinet ou Society 

N °de pouvoir permanent et/ou 
de lien contractuei 

Rue 

Adresse 

Code postal et ville 
de telephone (favultatip 
de telecopie (facuHatif) 
Adresse eleclronique (facullaiif! 


DEMACHY 
Charles 

GROSSET-FOURNIER & DEMACHY 

• 

54, rue Saint-Lazare 
75009 IpARIS 
01.42,81.09-58 

01,42.81.08.71 


INVENTEUR (S) 




Les Inventeurs sont les demandeurs 


□ Oui 

SI Non Dans ce cas fournlr une designation d'inventeur(s) separee 


RAPPORT D£ RECHERCHE 


Uniquement pour une demande de brevet (y conripris division et transformation) 


Etablissement Immediat 
ou etablissement differ^ 


B 
□ 


Paiement echelonne de la redevance 


Paiement en dew: versements, uniquement pour les personnes physiques 

□ Oui 

□ Non 


m REDUCTION DU TAUX 
DES REDEVAf^CES 


Uniquement pour les personnes physiques 

D Requlse pour la premiere fois pour cette invention (joimlre mi mis (k iwiHuipnsition) 

□ Requise anterieurementa ce depot (joindre une cop/e de la dccmou d'm/wi.w'o// 
pour cctk' invention ou indiqmr sa rejhvncc ) : 



Si vous svesrutilise riniprime «3uixe», 
Indiquer le nombre de pages Jointes 



ler depot 
1 



PROCEDE DE SURPRODUCTION D'UNE PROTEINE RECOMBINANTE 
DETERMINEE PAR DES SOUCHES MONOCARYOTIQUES DE R 
CINNABASINUS 



La .pr6sente invention conceme Tutilisation de souches monocaryotiques de 
champignons filamenteux de I'espece Pycnoporus du groupe basidiomycete, pour la 
mise en oeuvre d'un precede de preparation d*une prot6ine recombinante determin6e, 
ledit procede 6tant effectue par surexpression du gene codant pour cette proteine dans la 
souche monocaryotique susmentionnee de Pycnoporus. 

A I'heure actuelle, deux modMes fongiques sont utilises preferentiellement par les 
grands groupes industriels dans le cadre de la production d'enzymes intervenant dans les 
biotransformations v6getales, telles que les m6talloenzymes. II s'agit ^^Aspergillus, et de 
Trichoderma, qui appaitiennent au groupe des deut6romycetes. Toutefois, les 
rendements de production K Taide de ces modules, notamment en production de 
laccases, n'excfedent pas les 150 mg/1. 

La pr6sente invention d6coule de la mise en 6vidence par les Inventeurs du fait 
que la transformation de souches monocaryotiques de P. cinnabarinus d6ficientes pour 
ractivit6 laccase a I'aide de vecteurs contenant le gene codant pour cette laccase et dont 
Texpfession est sous le controle d'un promoteur identique au promoteur pLac endog^ne 
de la laccase de P. cinnabarinus^ conduit a une production 6quivalente de laccase que 
lors de la mise en ceuvre d*un proc6d6 de surproduction de laccase par induction du 
promoteur endogfene de cette laccase par action de I'ethanol sur des souches 
monocaryotiques de P. cinnabarinus non ddficientes pour rac|ivit6 laccase, et qui 6gale 
leg/l 

Des resultats similaires ont ete obtenus par les Inventeurs en utilisant le promoteur 
gpdy et le promoteur sc3 de Schizophylhini commttne, en lieu et place du promoteur 
pLac susmentionne. 

La presente invention a pour objet un procede de preparation d'lme proteine 
recombinante detemxtnee, ledit procede etant efFeiJtxie psr sure:j:pr€Ssion du gene codani 
riynr c =tt5 r»votsrie.. detenmnie dons une . ?ou>iha monocmi'vcoxiaui d'i.ch^minicnoTj? 
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contenant le gfene codant pour la prot6me recombinante d6tennin6e, dont I'expression 
est plac6e sous le contrdle d'un promoteur correspondant k iin promoteur endogene des 
champignons susmentionn6s, ou d'un promoteur different (encore d6signe promoteur 
exog^ne), ledit promoteur 6tant constitutif ou inductible, 

- le cas ech6ant une 6tape d'induction du promoteur susmentionn6, lorsque celui-ci 
est inductible, 

- la recuperation, et, le cas ech6ant, la purification de la proteine recombinante 
d6termin6e, produite dans le milieu de culture. 

L'invention a plus particuli^rement pour objet un proced6 tel que decrit ci-dessus, 
caracteiis6 en ce que la souche monocaryotique de Pycnoporus utilis6e pour la 
surexpression du gene codant pour la prot6ine recombinante d6termin6e, est teUe 
qu'obtenue par mise en culture de la souche dicaryotique d'origine a SO^C dans le noir 
pendant 15 jours, suivie d'une 6tape d'exposition au jour 2 k 3 semaines k temp6rature 
ambiante jusqu'a la formation d'organes de fructification correspondant k des hyphes 
diff6renci6es appel6es basides. au sein desquels a alois lieu la caryogamie (fusion des 
noyaux), suivie de la meiose qui conduit a la formation de quatre spores sexuees, ou 
basidiospores haploWes g6n6tiquement difr6rentes, qui. aprfes germination, engendre un 
myc61ium monocaryotique. 

Avantageusement, la souche monocaryotique de Pycnoporus utilisee dans le 
proc6d6 susmentionn6 de l'invention, est une souche de Pycnoporus cinnabarinus. 

Les proteines recombinantes d6termin6es surexprim6es dans le cadre de la mise 
en peuvre du proc6d6 selon I'mvention. correspondent soit k des proteines endogenes de 
Pycnoporus, soit k des prot6ines exog^snes differentes des protdines endogfenes de 
Pycnoporus. Notamment ces prot6ines exogenes correspondent a des proteines 
endogenes de basidiomyc^tes autres que Pycnoporus, telles que les enzymes 
basidiomycetes intervenant dans les biotransformations v6getales. 

L'invention a plus particulierement pour objet un proced6 tel que d6crit ci-dessus, 
caracterisd en ce que les prot6ines les proteines recombinantes d6terrain6es 
correspondent aux proteines endogenes de Pj/c/iopoms suivantes : 

- les mdtalloenzymes, telles que la laccase, ou la tyrosinase, 

- ou la cellobiose d6shydrogtae, la xylanase, la P-glycosidase, I'invertase, ou 
I'a-amylase. 

Avantageusement. dans le cas de la preparation de prot6ines recombinantes 
d6tenmn6es correspondant aux proteines endogenes de Pycnoporus. la souche 
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xnonocaryotique de Pycnoponis utilisee est deficiente pour le gene codant pour la 
prot6ine endogene a laquelle correspond la protdine recombinante d6terminee, afin de 
ne pas avoir k s6parer la prot^ine recombinante deterrhin6e de la prot6ine endogeae a 
laquelle elle correspond lors de la purification de ladite prot6ine recombinante. 
5 En variante, toujours dans le cas de la preparation de prot6ines recombinantes 

d6terminees correspondant aux proteines endogenes de Pycnoporus, la souche 
monocaryotique de Pycnoporus utilis6e peut ne pas dtre deficiente pour le gfene codant 
pour la prot6ine endogfene k laquelle correspond la proteine recombinante determinee, 
ladite souche 6tant alors transformee a I'aide d'un vecteur d'expression contenant le gfene 

10 codant pour la proteine recombinante d6tenninee marqu6e afin de la distinguer de la 

prot6ine endogene lors de Petape de purification. A titre d'illustration, la proteine 
recombinante d6tennin6e peut 6tre marqu6e par une etiquette histidine (His-tag). 

A ce titre, Tinvention a plus particulierement pour objet un proced6 de preparation 
de laccases recombinantes correspondant aux laccases endogenes de Pycnoponis, 

15 caracteris6 en ce qu'il comprend : 

-'une 6tape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus, le cas 
ech6ant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogene de Pycnopoms, 
transformee k I'aide d'un vecteur d'expressioh contenant le gbne codant pour une laccase 
de Pycnoporus, le cas 6cheant raarquiSe, et dont I'expression est plac6e sous le contr61e 

20 d'un promoteux correspondant au promoteur endogene de cette laccase, 

- une etape d'induction du promoteur susmentionn6, notamment par addition 
d'ethanol, ou de sous-produits agricoles contenant de la lignocellulose conmie la paille 
de ble, les sons de mais et la pulpe de betterave, ou des compos6s k cycle aromatique 
corame la 2,5-xylidine, Tacide veratrylique, le guaicol, ;l'alcool vdratrylique, la 

25 syringaldazine, Tacide femlique, I'acide cafeique et les lignosulfonates, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification dela laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, correspondant a la laccase endogene de Pycnoponis 
susmentronnee produite dans le milieu de culture, notamment selon la methode decrite 
dans Sigotllot Herpod L, Frasse P., Mouldia S., Lesage-Meesacn L., Asfher M. 

30 1 999 : Laccasiz production by n iiionol::aiyotic strain P}^c:iopo77is ct:i}ZL!ba;im!c derived 
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Pycnoporus cinnabarinus representee par SEQ ID NO : 2, caract6rise en ce qu'il 
comprend: 

- une 6tape de mise en culture dW souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarinus, le cas 6ch6ant d^ficiente pour le gene codant pour la laccase endogfene de 
Pycnoporus cinnabarinus, transfoimee a I'aide d'un vecteur d'expression contenant la 
sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant pour la laccase recombinante repr&entte 
paa- SEQ ID NO : 2, le cas 6cheant marquee, notamment par une Etiquette His-tag, et 
dont I'expression est placee sous le contrdle du promoteur pLac correspondant au 
promoteur endogene de la laccase susmentionnfe, la sequence dudit promoteur /7iac 
6tant representee par SEQ ID NO : 3, 

- une 6tape d'induction par Pethanol du promoteur pLac susmentiomi6, 

- la recuperation, et, le cas 6ch6ant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marqu6e. representee par SEQ ID NO : 2 produite dans le miUeu de culture, 
notamment selon la methode decrite dans SigoiUot J.C., et al. (1999) susmentionn6. 

L-invention a plus particulierement pour objet un procede de preparation de 
laccases recombinantes correspondant aux laccases endogfenes de Pycnoporus, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture dW souche monocaryotique de Pycnoporus, le cas 
echeant deficiente pour le gene' codant pour la laccase endogene de Pycnoporus, 
transfoimee k I'aide d'un vecteur d'expression contenant le gene codant pour une laccase 
de Pycnoporus dont I'expression est placee sous le controle d'un promoteur exogene 
choisi parmi : . . . . 

* le promoteur gpd de rexpression du gene codant pour la 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase de Schizophyl{um commune, dont la 
sequence nucleotidique est representee par SEQ ID NO : 4, 

* ou le promoteur sc3 de I'expression du gene codant pour' 
I'hydrophobine de Schizophyllum commune, dont la sequence nucleotidique est 
representee par SEQ ID NO ; 5, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase . recombinante 
coirespondant k la laccase endogene de Pycnoporus susmentionnee produite dans le 
miUeu de culture, notamment selon la methode deaite dans SigoiUot J.C., et al. (1999) 
susmentionne. 
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L'invention conceme plus particulierement un precede tel que defini ci-dessus, de 
prfiparation de la laccase correspondant a la laccase endogfene de Pycnoporus 
cinnaharims representee par SEQ ID NO : 2, caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture d*une souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarimis, le cas echeant deficiente pour le g^ne codaht pour la laccase endogene de 
Pycnoporus cinnabarinus, transfonnee a Taide d'un vecteur d'expression contenant la 
s6quence nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant pour la laccase recombinante representee 
par SEQ ID NO : 2, le cas echeant marquee, notamnient par une etiquette His-tag, dont 
I'expression est placee sous le contrSle du promoteur exogene gpd ou sc3, 

- la recuperation, et, le cas ech6ant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, representee par SEQ ID NO : 2 produite dans le milieu de culture,' 
notamment selon la methode d6crite dans Sigoillot J.C., et al, (1999) susmentiomie. 

L'invention a egalement pour objet la sequence nucleotidique codant poxu* le 
promoteur pLac de la laccase endogene de Pycnoporus cinnabarinus, et correspondant k 
la sequence SEQ ED NO : 3, ou toute sequence derivee de ce promoteur par substitution, 
addition ou suppression d'un ou plusieurs nucleotides et conservant la propriete d'Stre un 
promoteur de Texpression de sequences. 

^invention conceme egalement tout vecteur d'expression, tel que le plasmide 
pBLP, caracterise en ce qu'il comprend la sequence SEQ ID NO : 3 du promoteur pLac 
susmentionne, ou une sequence d6rivee telle que definie ci-dessus. 

. L'invention a plus particulierement pour objet tout vecteur d'expression tel que 
defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend un gfene codant pour une proteine 
recombinante determinee, et dont I'expression est placee sous le contrdle du promoteur 
pLac susmentionne, ou d'une sequence derivee telle que definie ci-dessus. 

L'invention conceme plus particuliferement tout vecteur d'expression tel que defini 
ci-dessus, caracterise en ce que la proteine recombinante determinee est une proteine 
correspondant a une proteine endogene de Pycnoporus choisie parmi les suivantes : 

- les metalloenzymes, teUes que la laccase, ou la tyrosinase, 

- ou la cellobiose deshj'drogenase, ia jcyJanase, la P-glycosidase. I'invertase, ou 
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L'invention a plus particuli&ement pour objet toute cellule h6te susmentionn^e 
conrespondant k des ceDules monocaryotiques de souches de Pyaioporus. teUes que les 
souches de Pycnoporus cinnabarinus. 

L'inveQtion a egalement pour objet I'utilisation de vecteurs d'expression tels que 
dafinis ci-dessus. ou de cellules h6tes susmentionnees, pour la mise eo oeuvre d'un 
proc6d6 de suiproduction d'une proteine recombinante d6tenmn6e telle que d6finie ci- 
dessus. 

L'invention sera davantage illustr6e a I'aide de la description d6taill6e qui suit du 
SEPC : Systeme d'Expression Pycnopoms cinnabarinus, k savoir du developpement 
d'un mod^e d'expression fongique performant permettant de s'affianchir des modfeles 
industriels utilises actuellemeat par les grands groupes europtens (AspergUlus et 

Trichodermd), 

En r&ume. il s'agit d'un syst^e d>expression eucaryote et plus sp^cifiquement 
de champignon filamenteux du groupe basidiomycfete. Pycnoporus cinnabarinus, qui a 
d6velopp6 par les Inventeurs pour la sui«xpression de prot6ines d'int&et industriel 
Ce travail a et6 fait dans le cadre de 1' 6tude de m6taUoenzymes, telles que les laccases 
et en particuUer a permis de doner les g^es impKqu& pour leur surexpression, et de 
suiproduction des laccases en grande quantity k I'aide de feimenteurs, ceci afin de les 
utiUser dans des applications industrielles k usage alimentaire (panification. preparation 
de boissons afin de moduler la couleur du th6, aider k la clarification des jus de fruits et 
des boissons alcooUs6es, formation d'agropoljoneres) et non alimentaire (traitement des 
<< jeans », degradation de polluants aromatiques dans les sols, bioblanchiment des fibres 
lignoceUulosiques dans le domaine des pStes k papier). 

D Obtention de lignfies monocaryotiques de Pycnoporus cinnabarinus pour la 
transformation du champignon et la surproduction de genes d'int6rgt 

Cette 6tape a pour but d'isoler puis de s61ectiomier des Ugnees cellulaires 
haploides issues des spores sexuees d'un champignon filamenteux. Pycnoporus 
cinnabarinus, qui seront utilis6es en temps qu-hSte pour I'expression des g^es ' 
d'int6r6t. P cinnabarinus est un champignon h6t6rothalUque qui se trouve k l'6tat 
sauvage sous fonne dicaiyotique (deux noyanx non appari6s par cellule) k partir duquel 
des lignees monocaryotiques sont saectiomi6es (un noyau par ceUule), potentieUement 
plus stable et done utilisable pour la transforation g6n6tique. Dans le cadre de cette 
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6tude les Inventeurs se sont attaches k selectiormer de lignees monocaryotiques 
dejficientes pour Tactivit^ laccase (lac"), A r6tat dicaryotique, le champignon peut se 
multiplier par voie v6g6tative (Fig. 1). Mais, sous Pinfluence de conditions 
environnementaies particuliferes, on peut induire, en laboratoire, la formation d'organes 
de fiuctification. Au sein d'hyphes differenciees appelees basides, a alors lieu la 
caryogamie (fusion des noyaux), suivie de la m6iose .qui conduit a la formation de 
quatre spores sexuees, ou basidiospores haploi'des genetiquement differentes. Apr^s 
germination, chaque basidiospore engendre un mycelium monocaryotique, Un simple 
test colorimetrique permet ensuite de ne s61ectionner que les spuches d6pourvues 
d*activit6 laccase. 

1) Isolement des souches monocaryotiques 

Le milieu de fructification est compose d'extrait de malt 2% (PAQ et de Tagar 
(1,6% PAO. Les cultures sont ensemencees dans des boites de P6tri et gardees i 30°C 
dans le noir pendant 15 jours avant de les exposer au jour 2k3 semaines k temp6rature 
ambiante. Le corps de fructification apparait orange-rouge. Les monospores sont alors 
.r6colt6es avec de Teau sterile sur.le couvercle de la boite de P6tri. La suspension est 
diluee et mise en culture dans des boites de Petri contenant un milieu MA2 (malt'2% 
PA^ et agar 2% P/V) dans le but dMsoIer des colonies. Des cultures pures isol6es sont 
piquees et gardees dans du milieu MA2 k SOX pendant 5 jours et stock6es k 4*^0. 

Dans ces conditions, une souche monocaryotique deficiente pour Tactivite laccase 
a ete selectionnee pour- la transformation avec le vecteur d' expression dans le but de 
surexprimer le gfene de la laccase. Une etude en Southern blot a ete effectu^e et a permis 
de d6montrer que cette souche est deficiente pour le gene codant pour la laccase chez 
P . cinnabarimis. 

2) Test rapide de detection deVactivite laccase des colonies monospores 

Un morceau de mycelium est d6pose dans une boite de Petri et recouvert d'une 
goutte de syrmgaldazine 0,1% (PAO en solution eflianolique ; Apres 15 minutes, un 
Ghaagemanf de couleur eci: obsei-ve. Le 2,2-azino-biE-[3-eth}dthia3jline-(>-ailf;j^^^^ 
irJjTZ) tyeui-cira uiihci eg£j=iiieiit cciTi.iri'r rTubctrat poiirnyikr un-j activite hccose. 
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3) Conditions de cultures pour produire la laccase 
Un inoculum estprelev^ des pr^cultures qui ont poussd 10 jours a 30°C dans des 
fioles de Roux contenant 200 mL d'un milieu synthetique avec la composition suivante 
pour IL .: maltose (20 g). tartrate de dianunonimn (1.84 g), tartrate de disodium (2,3 g), 
KH2PO4 (1.33 g), CaCl2, H2O (0,1 g), MgS04, 7H2O (0,5 g), FeS04,7H20 (0,07 g),' 
ZnS04.7H20 (0,046 g). MnS04,H20 (0.035 g), CUSO4.5H2O (0,1 g), extrait de levure' 
(1 g), solution de vitamines (1 mL/L) selon latum et al. (Biochemical mutant strains of 
Neurospom produced by physical and chemical treatment. American Journal of Botany, 
37 : 38-46. 1950). Le mycelium de deux fioles est collects, m61ang6 4 100 mL d'eau 
sterile et broyes au mixeur Ultraturax 60 sec. Pour produire de la laccase, le milieu 
synth6tique est inocul6 pari mL de la suspension de myc61ium. Le milieu (100 mL) est 
ensuite incub6 k 30°C dans des fioles erlenmeyer baffl6es de 250 mL sous agitation 
(120 rpm)." 

n) Clonage da gine codant pour la laccase de Pycnoporus cinnabatimis et de 
son promoteur en vue de la construction d'un vecteur d'expression 

n s'agit d'un systeme d'expression eucaryote et plus particuliferement de 
champignon filamenteux, Pycnoporus cinnabarinus, du groupe basidiomycete pour la 
suiproduction de prot6ines recombinantes d6termin6es. Le modele d'6tude selectiomie 
est celui- de la laccase de P. cinnabarinus. A I'heure actuelle, deux modules fongiques 
sont utilises pr6f6rentiellement par les grands groupes industriels. II s'agit Aspergillus 
et de THchoderma qui appartiennent au groupe des Deuteromycetes. Ce systfeme 
d'expression est done tout a fait original et devrait comble^ la lacune concemant le 
d6veloppement de systeme d'expression basidiomycete compatible avec les exigences 
des industriels (possibilit6 de production a grande echelle de protfines secr6tees dans le 
milieu extra-cellulaire et culture du champignon producteur en fennenteur). 

1) Clonage de gine de la laccase de Pycnoporus dmabarinus et de son 
promoteur 

Dans une premiere 6tape, les faventeurs ont amplifi6 un fragment du gfene codant 
pour la laccase k I'aide d'amorces nucl6otidiques d6g6n6r6es (Pig. 2). Les amorces 
•d6g6n6r6es amont F2 (SEQ ID NO : 6 ; CAYTGGCAYGGRTTCTTCC) et aval R8 
(SEQ ID NO : 7 ; GAGRTGGAAGTCRATGTGRC) ont 6t6 d6duites, respectivement 
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des regions de liaison au cuivre I et IV des laccases d'organismes voisins et utilisees, 
dans une r6action de PGR (Polymerase Chain Reaction) en utilisaut FADN genomique 
de P. cinnabarinus 1-937, A 10 \i\ de melange r6actionnel sent ajoutes : 100 ng d'ADN 
genomique; 0.2 mM de dATP, dCTP, dTTP, and dGTP; 25 pmol de chaque amorce 
5 nncleotidique; 0,1 volume de tampon lOX Pfii polymerase (100 mM Tris-HCl, 15mM 

MgCl2, 500 mM KCl, pH 8,3) and 1 U de polymerase Pfu. Le melange est chauffe k 
94°C pendant 5 min avant d'ajouter la polym6rase. Les conditions de la reaction sont les 
suivantes : 5 cycles de 94 °C, 5 min; 55 ''C, 30 s; et 72 °C, 4 min; puis 25 cycles of 94 
°C, 30 s; 55 °C, 30 s, et 72 °C, 3 min. Une 6tape de 10 min ^ 72°C est effectute afin de 
10 finir la reaction. Une bande de 1,64 kpb a ete obtenue correspondant k la partie centrale 

du gene de la laccase. La sequence ADN a 6t6 clon6e dans pGEM-T afin de s6quencer 
cette partie du gene. 

Par une technique de Southern blot (Fig. 3), nous avons defini les sites de 
restriction appropri6s afin d^obtenir un fragment d*ADN minimum, pouvant contenir 

15 rint6gralit6 de gene de la laccase, et qui sont susceptibles de servir i amplifier les 

extremites 5' et 3' manquantes. Un Southern blot a 6t6 eflPectue avec 1' ADN genomique 
deF. cinnabarinus avec les enzymes, Bamm, EcomyPstI, PviiII, Sad, Smal and Xba I 
et a permis de s61ectionner PstI qui donne une bande de 3.5 kpb par digestion de TADN 
g6nomique. Afin d'amplifier les parties manquantes du gtoe, une technique de PGR 

20 inverse a ete utilisee avec un melange de PGR contenant des amorces nucleotidiques 

specifiques de la partie centrale precddemment isolee et de I'ADN genomique de P. 
•cinnabarinus. La reaction de PGR est effectuee avec 150 ng d'ADN coup6 par PstI et 
recircularis6 sur lui-meme par . ligation et les amorces nucleotidiques Fex 
(SEQ ID NO : 8 ; GGATAACTAGTGGATCCGCG) et Rex (SEQ ID NO : 9 ; 

25 CGCAGTATTGCGTGGAGAG). Les conditions de la reaction sont les suivantes : 5 

cycles de 94 ^C, 5 min; 55 ^C, 30 s; et 72 5 min; puis 25 cycles of 94 '^C, 30 s; 
55 ''C, 30 s, et 72 ""C, 4 min avec une 6tape finale de 10 min k 11 °C. Le fragment 
d'ADN amplifid corresprond-a. une -bande de 2,7 kpb qui a 6t6 clon6 dans pGEM-T et 
sequence. 

-•0 Lliicigralitc du gene cpdrinfc pour ia laccase. a «^te eiisuitc definie ^rn corabinant la 
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P. cinnabarinus. Ce g^ne a 6t6 egalement clone a partir de I'ADN genomique de 
P. cinnabarinus ss3 et s'est av6r6 6tre identique 4 celui isol6 chez P. cinnabarinus I- 
937, 

2) Construction du vecteur d 'expression utilisant le promoteur du gine de la 

laccase 

A partir de la sequence du gene de la laccase, les Inventeurs ont clon6 le 
promoteur de ce gene en, utilisant la meme stTat6gie employee pr6c6deinment pour 
I'isolement du gene, c'est-a-dire avec une technique de PGR inverse sur un fragment 
d'ADN genomique (3,5 kpb) coup6 cette fois-ci par I'enzyrae de restriction Bgia (Fig. 
5). Deux miUe cinq ceiit vingt sept}q?b en avant du g^ne de la laccase ont 6te ainsi clon6 
par PGR inverse et s6quenc6. Ce promoteur a 6t6 plac6 dans un vecteur une r6sistance k 
I'ampiciUine pour son sous-clonage dans la bacterie et une r&istance k la phlfemycine 
utilis6 comme maiqueur de s61ection dans le champignon. Un tenninateur du g6ne 
codant pour I'hydrophobine sc3 de Schizophyltum commune a 6t6 plac6 en aval afin de 
terminer l'6tape de transcription. Ce vecteur appel6 pELP sera utilis6 pour I'expression 
homologue de la laccase (Fig. 6). Deux autres promoteurs h6terologues ont m utilis6s 
dans cette etude. Ce sont les promoteurs des gfenes codant pour la glyc6rald6hyde 3- 
phosphate d6shydrog&iase (gpd) et I'hydrophobine (sc3) de Schizophyllum commune 
(Fig. 6), constituant respectivement les vecteurs d' expression pEGT et pESC. 
L'integraUt6 des s6quences nucleotidiques de vecteurs pEGT (SEQ ID NO : 12), pESC 
(SEQ ID NO : 13). et pELP (SEQ ID NO : 14), se trouvent dans les figures 7,' 8 et 9 
avec les positions du promoteur, du marqueur de selection et du teiminateur. 

! 

HI) Transformation de la souche monocaryotique avec les vecteurs 
d'expression (module d'etude : la laccase dtPycnoporus cinnabarmus) 

1) Preparation du mycmumpour VobtenUon de protoplastes 
Un quart d'une colonie cultiv6e en milieu soUde (10 jours) est homog6n6is6 avec 
un mixeur (type Ultraturax, vitesse lente) pendant une minute dans 50 ml de milieu YM 
(par litre : glucose 10 g, peptone 5- g, extrait de levure 3 g, extrait de malt 3 g). Le 
broyat est transf6r6 dans un erlemneyer de 250 ml st6rile oii I'on rajouteSO ml de milieu 
YM. puis incube k 30«C et sous agitation (225 ipm) pendant 20 heures. La culture est 
une nouvelle fois homog6n6is6e pendant 1. min (vitesse lente) et on rajoute 100 ml de 
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milieu YM. Le broyat est transf6r6 dans un erleiuneyer de 500 mi et mis en culture 
pendant une nuit k 30°C. 

2) Preparation des protoplastes 
5 La culture de champignon est centrifug6e pendant 10 min k 2000 rpm dans un 

. rotor oscillant (tube de 50 ml). Seize g (poids humide) sont laves dans 40 ml d'une 
solution de MgS04 0,5 M ou de saccharose 0,5 M. Dans le cas de I'utilisation du 
saccharose, I'enzyme lytique utilisee pour digerer les parois est diluee dans le 
saccharose. Le mycelium est ensuite centrifuge 10 min a 2000 rpm et le sumageant 

10 elimin6, Concemant la lyse des parois fongiques, on ajoute au mycelium provenant de 

50 ml de culture, 10 ml d'enzyme lytique (Glucanex, Sigma) dilu6 h 1 mg/ml dans une 
solution de MgS04 0,5 M . La digestion se fait dans un erlenmeyer de 500 ml a 30°C 
sous faible agitation pendant 3^4 heures. Pendant cette incubation, rapparition des 
protoplastes est contr616e au microscope. Dbc ml d'eau sterile sont rajout6s, puis 

15 m61ang6s d61icatement. Les protoplastes sont laiss6s 10 min, le temps que Tdquilibre 

avec Teau se fasse (les protoplastes vont flotter I la surface). lis sont ontsuite centrifuges ' 
10 min k 2000 rpm dans un rotor oscillant. Le sumageant contenant les protoplastes est 
transfere delicatement dans un nouveau de 50 mL Le culot restant peut-Stre re-incube 
avec 25 ml d'une solution de MgS04 0,5M pour r6cup6rer le maximum de protoplastes 

20 (on r6p6te alors I'dtape de centrifugation). Un volume de sorbitol 1 M, 6gal a celui de la 

preparation des protoplastes, lui est rajout^. Pendant 10 min, on laisse les protoplastes 
relarguer Teau. Cette preparation est ensuite centrifugee 10 min a 2000 rpm. Le 
siunageant est 6Unadne, tout en laissant un peu de sorbitol. Les protoplastes sont 
transferes dans un nouveau tube. Le precedent tube est rince ayec la solution de sorbitol 

25 IM et les protoplastes recuperes, ajoutes dans le nouveau tube. Les protoplastes sont 

compt6s et centrifuges 10 min a 2000 rpm. Ds sont ensuite dilues a une concentration.de 
2. 10^ protoplastes par ml. dans la solution de sorbitol IM. Une solution de CaClla 0,5 
M (1/10) est rajout^e aux protoplastes. 

Pour Ja t}ni3rfi:jmi3tioii> 100 pj dc- proio&iaaec SDiit tr^iisfcannk zr^'Qc : :? iO ux 
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Deux et demi ml de milieu de r6g6n6ration (pour 100 ml : glucose 2 g, MgS04,7H20 
12,5 g, KIi2P04 0,046 g, K2HPO4 0.1 g, bacto peptone 0.2 g, extrait de levure 0,2 g) 
sont rajoutes aux protoplastes qui sont incubds une nuit k 30°C. Des boites de selection 
(milieu YM contenant de la phl6omycine J 7 ^g/ml , boites carries) sont prechauffees a 
37»C. Sept et demi ml d'un melange de top agar (Low Melting Point agarose 1% dike 
dans un milieu YM contenant de la phl6omycine 7 UO ^g/ml) sont ajoutes au milieu de 
reg6neration contenant les protoplastes et sont verses sur les boites de selection 
pr6chauff6es. Quand la solution de top agar s'est solidifi^e, les boites sont incub6es k 
30°C pendant 4 jours. Les transfomlants sont alors transf6res sur de nouvelles boites de 
selection. 

4) Ciblage des transformants 

A partir de 16 g de mycelium, on obtient g6n6ralement de I'ordre de 1 k 2.10' 
protoplastes. Le pouicentage de r6g6i6ration est de 10 %. Concemant le vecteur pESC, 
les monokaryons ont 6t6 transfonn6s avec le vecteur contenant le cDNA (BRFM 472, 
473 et 474) ou le g&ne codant pour la laccase de P. cinnabarinus (BRFM 470 et 471) 
(Fig. 10). En paralldle, d'autres monokaryons ont ete transformes avec les promoteurs 
pEGT (GPDU, 12 et 13) ou avec le vecteur pELP (12.3, 12.7 et 12.8) contenant le gene 
codant pour la laccase (Fig! 10). Au vu des r6sultats deux transformants se d6gagent du 
lot avec des activit6s 6quivalentes, les transformants 12.7 et GPDU. L'activit6 au cours 
du tetrips a iti suivie pour les transformants GPD14 etl2J (Fig. 11). L'activite est 
d6tectable k partir de 3-4 joms et augmentent jiisqu'^ 12 jours pour atteindre 
approximativement 1200 nkatal/ml soit 72000 U/1 avec ajout d'ethanol dans le milieu 
de culture. 

• i 

L6gende des figures 

Figure 1 : Isolement de souche monocaiyotique d6ficiente pour l'activit6 laccase. 

Figure 2 : Isolement du g^ne codant pom- la laccase de Pyatoporus cinnabarinus 
laccase. 



Figure 3 ; Etude en Southern blot du gdne codant pour la laccase de Pycnoporus 
cinnabarinus. 
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Figure 4 : Sequence du gbm codant pour la laccase de Pycnoporus cinnabarinus. . 

Figure 5 : Sequence de la s6quence promotrice pLac du gene codant pour la 
laccase de Pycnoporus cinnabarinus (jusqu'^ TATG codant pom- la m6thiomne de la 
laccase). 

Figure 6 : Carte physique des trois vecteurs d' expression pEGT, pESC, pELP, 
utilises pour la production de la laccase chez Pycnoporus cinnabarinus. 

Figure 7 : Sequence nucl6otidique du vecteur pEGT, contenant le promoteur du 
gene gpd (4480-5112), un marqueur de r6sistance a la phl6omycine (507-1822) et le 
terminateur du gene sc3 (7 1 -507). 

Figure 8 : Sequence nucleotidique du vecteur pESC, contenant le promoteur du 
gene sc3 (1-1033), un marqueur de r6sistance a la phl6omycine (1540-2855) et le 
terminateur du gfene sc3 (1 104-1540). 

Figure 9 : Sequence nucleotidique du vecteur pELP, contenant le promoteur du 
gene laccase (4457-6983), un marqueur de r6sistance k la phl6omycine (507-1822) et le 
terminateur du gene sc3 (71-507) 

Figure 10 : R6sultats de production des transformants presentant les activites les 
plus importantes. La culture a 6t6 effectuee avec ou sans (t6moin) ethanol. 

Figure 11 : Suivi des activites laccase des transformants GPD 14 et 12.7 en 
fonction du temps avec ou (temoin) sans dtlianol. 
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REVENDICATIONS 

1. ProcSde de pr6paration d'une proteine recombinante d^termin6e, ledit precede 
etant efifectue par surexpression du g^ne codant pour cette proteine detemiiiiee dans une 
souche monocaryotique de champignons filamenteux de Tespece Pycnoporus du groupe 
basidiomycete, et comprend : . 

- une 6tape de mise en culture de la souche monocaryotique de Pycnoporus 
susraentionn^e, ladite souche 6tant transformee a Taide d'un vecteur d'expression 
contenant le g&ne codant pour la proteine recombinante d6tenninee, dont Texpression 
est placee sous le contrSle d'un promoteur correspondant k un promoteur endogfene des 
champignons susmentionnfe, ou d*un promoteur different (encore d6signe promoteur 
exogene), ledit promoteur 6tant constitutif ou inductible, 

- le cas 6cheant une 6tape d'induction du promoteur susmentionne, lorsque celui-ci 
est inductible, 

- la recuperation, et, le cas ech^ant, la purification de la proteine recombinante 
determin6e, produite dans le milieu de culture. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1, caracterise en ce que la souche 
monocaryotique de Pycnoporus utilisee pour la surexpression du gene codant pour la 
protSine recombinante detemiinee est telle qu'obtenue par mise en culture de la souche 
dicaryotique d*origine a 30°C dans le noir pendant 15 jours, suivie d'une etape 
d'exposition au jour 2^3 semaines a temperature ambiante jusqu'a la formation 
d'organes de fructification correspondant a des hyphes diiferenciees appelees basides, 
au sein desquels a alors lieu la caryogamie, suivie de la m6iose qui conduit a la 
formation de quatre spores sexuees, ou basidiospores haploi'des genetiquement 
difKrentes, qui, apres germination, engendreunmyc61ium monocaryotique. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la souche 
nionocar/otique de Pyc:ioporun utilises ect uno couchc dc Pyc7io't?cn:s cinuabaiti::^. 
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correspondant k des prot6ines endogfenes de basidiomycfetes autres que Pycmporus, 
telles que les enzymes basidiomycfetes intervenant dans les biotransfoimations 
veg6tales. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caract6ris6 en ce que les prot^ines 
reconibinantes determin^es correspondent aux prot^ines endogenes de Pycnoponts 
suivantes : 

- les m6talloenzymes, telles que la laccase, ou la tyrosinase, 

- ou la cellobiose d6shydrog6nase, la xylanase, la P-glycosidase, i'invertase, ou ' 
ra-amylase. 

6. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 i 5, de preparation de protiines 
recombinantes d6tennin6es correspondant aux prot6ines endogtoes de Pycnoporus, 
caract6ris6 en ce que la souche monocaryotique de Pycnoporus utiUs^e est deficiente 
pour le, gdne codant pour la prot6ine endogene k laquelle correspond la proteine 
recombinante d6tennin6e.. 

7. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 6, de preparation de prot6ines 
recombinantes determinees correspondant aux proteines endog^nes de Pycnoporus, 
caract6iis6 en ce que la souche monocaryotique de Pycnoporus utilis^e est transfonnee 
k I'aide d'un vecteur d'expression contenant le g^ne codant pour la proteine 
recombinante determinee marquee, notamment par un marqueur histidine. 

8. Procede selon Time des revendications 1 7, de< preparation de laccases 
recombinantes coirespondant aux laccases endogfenes de Pycnoporus, caractdris^ en ce 
qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus, le cas 
6ch6ant d6ficiente pour le ghne codant pour la laccase endogfene de Pycnoporus, 
transformee k I'aide d'un vecteur d'expression contaiant le gfene codant pour une laccase ' 
de Pycnoporus, le cas dcheant marqu6e, et dont I'expression est plac6e sous le controle 
d'un promoteur coirespondant au promoteur endogene de cette laccase, 

- une 6tape dlnduction du promoteur susmentionn6, notamment par addition 
d'ethanol. ou de sous-produits agricoles contenant de la Ugnocellulose comme la paiUe 
de hl6, les sons de mais et la pulpe de betterave, ou des compos6s k cycle aromatique 
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conespondant h des prot6ines eadog^nes de basidiomycetes autres que Pycnoporus, 
telles que les enzymes basidiomycetes intervenant dans les biotransformations 
veg6tales. 

5 S, Proc6d6 selon I'une des revendications 1 i 4, caract6rise en ce que les prot6ines 

recombinantes d6tennin6es correspondent aux prot6ines endogfenes de Pycnoporus 
suivantes : 

- les metalloenzymes, telles que la laccase, ou la tyrosinase, 

- ou la cellobiose d6shydrog6nase, la xylanase, la P-glycosidase, Tinvertase, ou 
10 I'a-amylase. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, de preparation de prot6ines 
recombinantes detenninees correspondant aux proteines endogenes de Pycnoporus, 
caracterise en ce que la souche monocaryotique de Pycnoporus utilisee est deficiente 

15 pour le gene codant pour la proteine endogene a laquelle correspond la prot6ine 

recombinante detennin6e. 

7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, de pr6paration de prot6ines 
recombinantes detennin6es correspondant aux proteines endogenes de Pycnoporus, 

20 caracterise en ce que la souche monocaryotique de Pycnoporus utilis6e est transformee 

a Taide d'un vecteur d*expression contenant le g&ae codant pour la pioteine 
recombinante d6termin6e marquee, notamment par un marqueur bistidine* 

8- Proc6d6 selon Tune des revendications 1 i 7, de preparation de laccases 
25 recombinantes correspondant aux laccases endogenes de Pycnoporus, caracteris6 en ce 

qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoponis, le cas 
echeant deficiente pour le gfene codant pour la laccase endogene de Pycnoporus, 
transtbnnee a I'aide d'un vecteur. d'arprcssionxontsprmt le gene-CQdant pom: une laccase 

50 de Pyci^cpovvc^ i s cos dcliioijl liiarque-i. ei doni reMprecdon eci jjlac-ie cou3 ie conrrdle 
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conune la 2,5-xyU(lin6, I'acide v6ratrylique, le guaicol, I'alcool veratrylique, la 
syringaldazine, I'acide Mque, I'acide cafeique et les lignosulfonates^ 

- la r6cup6ration, et, le cas 6ch6ant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas 6ch6ant marquee, correspondant k la laccase endogdne de Pycnoporus 
susmentionn6e produite dans le milieu de culture. 

9. Precede selon la rcvendication 8, de preparation de la laccase recombinante 
correspondant a la laccase endog^ne de Pycnoporus dnnabarinus representee par SEQ 
ID NO : 2, caractdrise en ce qu'il comprend : 

- une 6tape de mise en culture d-une souche monocaryotique de Pycnoporus 
dnnabarinus, le cas ech6ant d6ficiente pour le gene codant pour la laccase endogfene de 
Pycnc^orus dnnabarinus, transfonn6e i I'aide d'un vecteur d'expressioii contenant la 
sequence nucieotidique SEQ ID NO : 1 codant pour la laccase recombinante representee 
par SEQ ID NO : 2, le cas echeant marquee, et dont I'expression est placee sous le 
contrdle du promoteur pLac correspondant au promoteur endog&ie de la laccase 
susmentionnee, la sequence duditpromoteur/jZac etant representee par SEQ ID NO : 3, 

- une etape d'induction par rethanol du promoteur jjiflc susmentionne, 

la recuperation, et, le cas echeant. la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, representee par SEQ ID NO : 2 produite dans le milieu de culture. 

8. Precede de preparation de laccases recombinantes correspondant aux laccases 
endogfenes de Pycnoporus selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il comprend : 

- wie etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus. le cas 
echeant deficiente pour le g^ne codant pour la laccase ejidog^ne de Pycnoporus, 
transfoimee a I'aide d'un vecteur d'expression contenant le g^ne codant pour une laccase 
de Pycnoporus, le cas echeant marquee, et dont I'expression est placee sous le contrSle 
d'un promoteur exogene choisi parmi : 

* le promoteur gpd de I'expression du g^ne codant pour la 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase de Schizophyllwn commune, dont la 
sequence nucieotidique est representee par SEQ ID NO : 4, 

* ou le promoteur sc3 de I'expression du gfene codant pour 
I'hydrophobine de ScMzophyllmn commune, dont la sequence nucieotidique est 
repr6sentee par SEQ ID NO : 5, 
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conrnie la 2,5-xylidine, Tacide veratrylique, le guafcol, Talcool v6ratrylique, la 
syringaldazine, I'acide f6rulique, Tacide cafeique et les lignosulfonates, 

- la r6cup6ration, et, le cas 6ch6ant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas ech6ant marqude, correspondant k la laccase endogene de Pycnoporus 

5 susmentioim6e produite dans le milieu de culture. 

9. Procede selon la revendication 8, de preparation de la laccase recombinante 
correspondant k la laccase endogene de Pycnoporus cinnabarinus repr6sent6e par SEQ 
ID NO : 2, caracterise en ce qu'il comprend : 

10 - ime et£q)e de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus 

cinnabarinus^ le cas 6ch6ant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogene de 
Pycnoporus cinnabarinus, transform6e k Taide d'un vecteur d'expression contenant la 
sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant poiu- la laccase recombinante representee 
par SEQ ID NO : 2, le cas echeant marquee, et dont I'expression est plac6e sous le 

15 contrSle du promoteur pLac correspondant au promoteur endogene de la laccase 

susmentioimee, la sequence dudit promoteur pLac etant representee par SEQ ID NO : 3, 

- une etape d'induction par Tethanol du promoteur pLac susmentionne, 

- la recupdration, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeaat marqu6e, representee par SEQ ID NO : 2 produite dans le milieu de culture. 

20 

10. Procede selon Tune des revendications 1 i 7, de preparation de laccases 
recombinantes correspondant aux laccases endogenes de Pycnoporus^ caract6ris6 en ce 
qu'il comprend : 

- ime etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus, le cas 
25 6cheant d6ficiente pour le gtee codant pour la laccase endogfene de Pycnoporus^ 

transformee k Paide d'un vecteur d'expression contenant le gene codant pour une laccase 
de Pycnoporus, le cas echeant marquee, et dont I'expression est plac6e sous le contrdle 
d'un promotem- exogene clioisi parmi : 

le proraotcui' ffpd de I'e^spression du gene codant pour la 
.v() :^':lycan5idcliyd3 i'-pho^-phcite dihydro.gcnacs de ^cMzovliyUum coimimjic, doui 



1erd6p6t 

17 



Modifi^e le 09/07/04 



- la r6cup6ration, et, le cas 6cheant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas &h6ant marqu6e, coirespondant k la laccase endogene de Pycnoporus 
susmentionn6e produite dans le milieu de culture. 

9. ProcM6 selon la revendication 8, de pr6paration de la laccase recombinante 
coirespondant a la laccase endogene de Pycnoporus cinnabannus repr6sent6e par SEQ 
ED NO : 2, caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- une 6tape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus 
cmnabarinus, le cas ech6ant d6ficiente pour le gfene codant pour la laccase endogene de 
Pycnoporus, transforni6e a I'aide d^un vecteur d'expression contenant la sequence 
nucleotidique SEQ E) NO : 1 codant pour la laccase recombinante representee par SEQ 
ID NO : 2 le cas echeant marqu6e, et dont I'expression est plac6e sous le contr61e du 
promoteur exogfene gpd ou sc3, 

- la rteup6ration. et, le cas 6ch6ant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas 6cheant marqu6e. representee par SEQ ID NO : 2 pioduite dans le milieu de cultmie. 

10. sequence nucleotidique codant pour le promoteur pLac de la laccase endogene 
de Pycnoporus cinnabannus, et correspondant k la sequence SEQ ID NO : 3, ou toute 
sequence d6rivee de ce promoteur par substitution, addition ou suppression d'un ou 
plusieurs nucleotides et conservant la propriete d'Stre un promoteur de I'expression de 
Sequences. 

11. Vecteur d'expression, tel que le plasmide pELP, caracteris6 en ce qu'il 
comprend la sequence SEQ ID NO : 3 du promoteur/,Z«c selop la revendication 10. 

12. Vecteur d'expression selon la revendication 11. caiacterise en ce qu'il 
comprend un gene codant pour une prot6ine recombinante determinee. et dont 
I'expression est placee sous le conti-61e dupromoteurpiac selon la revendication 11. 

13. Vecteur d'expression selon la revendication 1 1 ou 12, caracterise en ce que la 
proteine recombinante determinee est une proteine correspondant k une proteine 
endogene de Pycnoporus choisie parmi les suivantes : 

- les metalloenzymes, telles que la laccase, ou la tyrosinase. 
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- la recuperation, et, le cas 6ch6aiit, la purification de la laccase recombinante, le 
cas 6ch6aiit marquee, correspondant k la laccase endogfene de Pycnoporus 
susmentionnee produite dans le milieu de culture. 

11. Proced6 selon la revendication 10, de preparation de la laccase recombinante 
correspondant k la laccase endogene de Pycnoporus cinnabarinus representee par SEQ 
ID NO : 2, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en cxilture dhine souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarinus cas 6ch6ant d6ficiente pour le gdne codant pour la laccase endogene de 
Pycnoporus, transfonn6e k Taide d*un vecteur d'expression contenant la sequence 
nucl6otidique SEQ E) NO : 1 codant pour la laccase recombinante representee par SEQ 
ID NO : 2 le cas 6ch6ant marquee, et dont Texpression est plac6e sous le controle du 
promoteur exogfene gpd ou sc3,' 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas ech6ant marqu6e, representee par SEQ ID NO : 2 produite dans le milieu de culture. 

12. Vecteur d*expression, tel que le plasmide pELP, caracterise en ce qu'il 
comprend la sequence SEQ ID NO : 3 du promoteur pLac de la laccase endogdne de 
Pycnoporus cinnabarinus, et correspondant a la sequence SEQ ID NO : 3, ou toute 

20 sequence d6rivee de ce promoteur par substitution, addition ou suppression d'un ou 

plusieurs nucleotides et conservant la propriety d'Stre un promoteur de Texpression de 
sequences. 

13. Vecteur d'expression selon la revendication 12, caracterise en ce qu*il 
25 comprend un gene codant pour une proteine recombinante detenninee, et dont 

Texpression est placee sous le contrdle du promoteur piLac. 

14. Vecteur d'expression selon la revendication 12 ou 13, caracterise en ce que la 
proteins, recombinante d6teiTDdn6e est une proteine correspondant k une proteine 

30 endog&L& de Fyc:iopon;3 choisie paniii 1 3£ suivantes : 
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15. Cellule h6te transformee a I'aide d'un vecteur d*expression selon Tune des 
revmdications 12 a 14. 

16. Cellule h6te selon la revendication 15, correspondant a des cellules 
monocaryotiques de souches de Pycnoporus, telles que les souches de Pycnoporus 
cinnabarinus, 

17. Utilisation de vecteurs d'expression selon Vmxe des revendications 12 a 14, ou 
de cellules h6tes selon la revendication 15 ou 16, pour la raise en oeuvre d'un proc6d6 
de surproduction d'une prot^ine recombinante d6tenmn6e selon Tune des revendications 
li9. 




CARYOGAMIE 



Figure 1 : Isolement de somche monocaryotlque deficiente i 
I'activite laccase 
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Figure 3 : Etude en Southern blot du gene codant pour la 
laccase de Pynoporus cinnabarinus 
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CTGCAGACATCTGGAGCGCCTGTCTTTCCCCTAGTaiaMTGATGTCTGTCCGCAGGTCCTTGAAGACCGCTCGAGTCCCACTTGAGTTTTAGGTAGGRC 100 

CTGTCCACCAA/vCCCCTCTTTCTGATCATGTCGAGGTTCCAGTCCCTCTTCTTCTTCGTCCTCGTCTCCCTCACCGCTGTGGCCAACGCAGCCATAGGGC 200 

MSRFQSLF FFVLVSLTAVAWA & I G V 25 
CTGTGGCGGACCTGACCCTTACCAATGCCCAGGTCAGCCCCGATGGCTTCGCTCGCGAGGCCGTCGTGGTGAACGGTATCACCCCTGCCCCTCTCATCAC . 300 

V AOLTLTNAQVSP DGrAREAVVVNGITPAPLIT 58 
AGGCRATAAGgtatgtatatgctgctcgtccctcagagctacatacatctgatccacaatcgtttagGGCGATCGATTCCAGCTCAATGTCATCGaCCRG 400 
G«K GDRFQLNVIDQ72 

F2 

TTGACAAATCATACCATGTT6AAAACATCTAGT ATT g t aagggt tcagt tt t Ccccgactaccatgt t atcgaccat ca ccact eg tag CATTGGCACGG 500 
LTNHTMLKTSSI B Tf H G 88 

<1> 

CTlCTTCCAGCAAGGCACGAACTeGGCCGATeGTCCCGCGTTCSTGAACCAGTGTCCCATCGCTTCGGGCCACTCiGlVrCTTGTAT^ 600 
_E E QOGTHWADGPAPVNQCPIASGBSFLYDFQ V'P 121 

GACCAAGCAGgtacgaattccgtacacgtttcattgcgtcgcaactaaacctcctcttactagGGACTTTCTGGTACCATAGCCATCTCTCCACGC^ 700 
0 QA.fi T F W Y H S g L S T Q y 137 

CtX) (II) 
CTGCGATGGTTTGAGGGCGCCTTTCGTCGTCTACGACCCCAACGATCCTCACGCTAGCCTGTATGACATTGATAAGGgtgagcagatcatggtatcgcaa 800 

COGLRGPFVVYD PNDPHASLyDIDND 163 
tattgcgtccacttatgcttcctggcatccagACGACACTGTCATrACGCTGGCTGATTGGTATCACGTTGCTGCGAAGClCGGACCTCGCTTC^ 900 

DTV1TI.ADWVHVAAKLGPRFP 184 
gtgtcsaatgtctacgagagatctcacatatacgacCagactcacttcgctgattacagATTTGGCTCCGATTCAACCCTTATCAATGGACTTGGTCGAA 1000 

FGSDSTLINGLGR T198 

ccACTGGCATAGCACCGTCCGACTTGGCAGTTATCAAGGTCACGCAGGGCAAGCGgtaagtatggatggtcatcactgcacattggctctgatacatggc 1100 

TGXAPSPLAVIKVTQ6KR 216 
Ct t g tt t cca cagCTACCGCTTCCGCTTGGTGTC GCTTTCTTGCGATCCGftACCATACATTCAGCATTGATAATCACACAATGACTATAATTGAGGCGGA 12 00 

YRFRLVSLSCDPTiHTFSIDNHTMTIIEAD245 
CTCCATCAACACTCAACCCCTAGAGGTTGATTCAATCCAGATTTTTGCCGCGCAGCGCTACTCCTTCGTGgtagg tcgtaggctcctgtca tcaagt ttg 1300 
• $"i N T **0" P "i." B" V D S I (J*"r F A A' Q' R V V ' ... ■• -268 * 

cagacattcttagatacscctttttcaatgcagCTGGATGCTAGCCAGCCGGTGGATAACTACTGGATCCGCGCAAi^CCTGCCTTCGGAAACAC^^ 14 00 

LDASQP'VDRYWIRANPAPGNTGr291 
TTGCTGGTGGAATCAATTCTGCCATCCTGCGTTATGATGGCGCACCCGAGATCGAGCCTACGTCTGTCCAGACTACTCCTACGAAGCCTCfGAACGAGGT 1500 

AGGIN SA1LRYDGAPBIEPTSVQTTPTKPLNEV324 
CGACTTGCATCCTCTCTCGCCTATGCCTGTGgtacgtgtctcaaagaacctcgatcactaagtgcatgtcaactcatatggtgcatgacagCCTGGCAGC 1600 

DLHPLSPMPV PGS337 
CCCGAGCCCGGAGGTGTCCACAAGCCTCTGAACTTGGTCTTCAACTTCgtgagtactggcgcgcttccgcagcacacgttcgaacaaagcctgataccat 1700 
PEPGGVDKPLNLVFNF- 353 
gcagAACGGCACCAACTTCTTCATCAACGACCACACCTTTGTCCCGCCGTCTGTCCCAGTCTTGCTACAAATCCTCAGTGGGGCGCAGGCGGCTCAGGAC 1800 

WGTNFF1NDHTFVPPSVPVLLQI I,SGAQAAQD 385 
CTGGTCCCGGAGGGCAGCGTGTTCGTTCTTCCCAGC AACTCGTCCATTGAGATATCCTT CCCTGCCACTGCCnATGCCCCTGGATPCCCCCATCCGTTCC 1900 
tVPEGSVFVLPSHSSIElSFPATANAPGFP H B F H 413 

(III) 

ACTTGCACGGTgtacgtctgccttcccctcgtctaaaggcggagtcgatatctgactcccat.cacagCACGCCTTCGCTGTCGTCCGGAGCGCC GGGAGC 2000 
^ H G aAFAVVRSAGS 433 

(III) <iir) 
AGCGTCTACAACTACGACAACCCGATCTTCCGCGACGTCGTCAGCACCGGCCAGCCCGGCGACAACGTCACGATTCGCTTCGAGACCAATAACCCAGGCC 2100 
SVYNYDNPIFRDVVSXGQPGDNVTIRFETNNPGP467 

R8 

CGTGGTTCCTCCACTGCCaUSATTGltfJSrCCacCTCGACGCAGGCTTTGCTGTAGTCATGGCCGAGGACACTCCGGACACCM^ 2200 
W E L H C K I D F H I. DAGFaV VMABDT P DTKAAN PVP500 
(IV) (IV) (IV) (rv) 

TCAGGCGTGGTCGGACTTGTGCCXCATCTATGATGCACTTGACCCCAGCGACCTCTGAGCGGGRTTGTTACTGTGACCTGGTGTGGGGGGAACATGTCGA 2300 

QAWSDLCPrYDALDPSDL. 518 
GGGCTTTCATCGATCAGGGACTTTCAAGGTTGGCATAATATACCiJCACGlaCCTGGAlPGACTCGGACAGCGTGtGGGCtStrGGGTGTAACTCTGCTTGATGT 2400 

TGAaAAAAGGATTTTATGTAGAACAATTTATGAGCAATCAGCAATCAATAGGATTGTGTCGGTTTCGACGAAATGTCTTGTCTCCCTGACATTACTTlTG 2500 
TGCGAGAAATGGGTCCATGATROiCATCATTGAGCTCTCAAiarcAAGAAGGATTACCaiTGTCAATACCCAfiGAr^ 2600 
TCtCATGTTGCGTTGAGCAGATCGCAGTACGTTGAAARGCGATTAGTAT TACATGCAhCATGCAACATTTGGAAGGCGGCATGCAGAGGTTCAGCTCGCG 27 00 

TCAGTCGGCCAAGTAGCGACCTTTGCCGCACTGCCTGTTAACCTGAACGTATGCTTCAGAACTCCGTCGGTATCGAGAGCpATCGTGTACGTTCCGGGAT 2800 

A GATCCATT GATCCCCGCTCTGGTCGGCGCGTGCGATGGCCCCGASCGTCACCG6CAGCTTCGCGRTCGCGCITTTCCTAG6GGCGAGGCCGTGTACCCG 2900 
'" I II ■ ■ — I ■■W — 11 I ■ 111! Ill Ill iT iiii r ■■■■ rw i— i i m ill 1 

CGTCTACGAGJlC(»GCTGCTTGTTCGSGTGCGGCGAAGGC(XGAAGGAGCCACTCACGAAGA6CAATGC6ACGTAATCCCAGGTAGCCTT6CCCGT6TTA 3000 

GTCACACGCACGGAGAACGTGTCGAGCGGCGCGAGGTCGAGGAAGGCGGCGCTCTTCTGaCCGCGCTGTACGAGGTCGGAAATCGAATACGTCGATGGCG 3100 

GTCCTCC^GTCCGTG?\CGTTGCrrCGCATCGGCCGCCGCGCCTGGAGCTGCCa^:iGftG?\AATCGAAG&TG6TG7^^ 3200 

r.ftCCGGCGTGt::CC£TGTy,CCAgTTGTi^Tgr^>:;EgggCGiayfTrC » GGGT Cr^TPTC PGTCT'iTCGg J-ATCTGTlT-CflGCGT'YGTVTGGCT ** 00 
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AGATCTCCGAACCAGAAATGCGATTGCGTTCAGGCCCAATTAAGAATAAAGCTGCGTCAGGGCAGCGACGTA 
TCTTGATCOVTCATTGACTCACCGGCATCGGCGTCAACACCAAAGCAAGCTCGTCCCACCCATAGGCGTGCA 
CCGGCCGGCGTGCGCCATTGAGGTACATGAGCGGGGCGAAAGTCCGCCATTGGTAGCXCTGTCGTGScGCr 
CGGCGATGAAACGTTTCCCACCATTGGGAAGARACGTCTGCGGCCCATCATCCCTTCACC6GATGACAAGGC 

ggcgtcgcgcctttgccgcagaggccggcgggcgacatgcacagcgaaggtccgttgcggatgggaagcJgg 

CAATCAGTGGGTGTCCTACGCCGCCACGATGGTCGGGGAGCGTAGGCGCCCTCCCATAAGGCGGCAAGckTr 
ATGATGCTCTCCGATTCGGGAAGCCTGGTGCGATGCTGGAGAGACTCTCTCCGAGAGACCyVGTGTGCGCAAC 

ATCGGCATCCTCAGCCTGGGAAGGATGGCTCTTGGTAGACATTCGCGGAAGGTGTCCTAGATGTGAGCGGGC 

ttcttggatgatcatgtcgtaactttttctgacctcgtcggtggtacgcatggcaggaS^ 

cctaggctattcacacctccttcgcaacatccctattcacggtgtctgtaaggaacgacttgtcatggS?c 

tcagtcaccacatggcaaaaaagctgcaccatactctttatggtgagttgttcgtgagtggtata^^^ 

CCTTGTTC/^TGAATATCATGGGTCACATGTGGAGACGGTTAAAOiGCGTTC^^^ 

GTTGGGCCGAACAGGTACGTTGCAGGAACACCAATATCTCTTCGGCAGCCCA'GTicTTTdSflG^^^ 
GCAGGCATCGCGCAACAGATCCCAGCCATCCGGCCTCTGACATTCGGGATAcS^ 

agcgaagaggtgggctctctgcagcgattggcggacggatagctgtatttcSctScSSJSJS^ 

tggacaaggccgagctatgatagcttgctcccgaagttggtaagtcccgcaatctgcSttcScS 
ctcggaaaaataagaagaatattgtaggtgcgtgtaggcgtatcgcccaaatgcSmm^^^ 



ctcatgacgtccgcaatccagacccttagccggttcgttactcatcgttatccctgocScato 



catagcccgctatgagagtcgcaaaaggcttgtcagtcaggtcggtcgagtggctctcacgaagaSS^^ 

cttcgcgcgacagccgcctttcagggcaagatagatcctcccatcatScctS^^ 

cgaacaattgacttaccgacatcctccgggacgcgcaaatgctgttggacgga^cg^^^ 

gcctcttttcgctctcacgcattccgtgtggttcgcgcgacggccgctcatcScaSSagtc^^ 
gtctggtaccggcacaatggtgacactgcggcaactgagtaggtctggtcS 

gctgaccttcgggatactgtcctgcagacatctggagcgcctgtctttcS^^^ 



Figure 5 : Sequence de la sequence promotrice du gene 
codant pour la laccase de Pycnopoms cinnabarinus Qusqu'a 
I'ATG codant pour la methionine de la laccase) 
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CATGOGATATCGCATGCCTGCAGAGCTCTAOAOTCOACOGGCCCGGTACCGCGOCraCXrrTAAGACXSCGTGGATCCGaiGGTC 

GCGCCTATCGGTGGGATATTCGGGCGACGGGAGCCTCGGCAATCTOAGCCTCGTrACTGCCTAGCAAATTCtKSAATCCC^ 

CATAGGGTCGCGGACAAGTGATCGTCTTGCTACATACTCCAAGGTGTrGACTCATTCCCTCOATAATOAACAT^^ 

TTCrCTATCCGCTCAGTCACGCGACCCCACACGTGCATGGTTGAACTTCGCCACGCAACAAOMCATGACGACATGOCBA^^ 

TAAAGCCTGAGTCGTGGACTAAAGCACTCCACmATOOCGAOGATGCCAGTCTACGTCATGAATCAAGCCTCAOGTCCCGAAGTAA 

GGGGGTACAAAAGOAGGGTGAAAGGTGGACGTmCTTACCATCCTTCCACCTCCCAQACCACCATCCCGOGAATTCCCAGCTO 

CAAAAAGGTTCTGCCCGTACGCCCGCGAAATTCCTrcGAGGTGGCCCCTATCGCATACATCCACOACrrcAAAACiVT^ 

ATTTTGGGATCGTACAATTATrAGACATGTTGTACAACGTTACATOCTrrCTTCT^ 

QTACAAGCGTCCAAAGGATCAGGCACTTAGAGCGCGCCOTCTTGOTCGCCOCTrAGAOCGCGCCGTCCTCCTTCGCC^ 

AGCAGOTCGCAGACACGGCGGGAGTAGCCCCACTCGTTGTCGTACCAGGCXATGAGCriTCACGAAGCTCnTOCTOArcGCGA 

GGGATCGATCCACGCGTCTTAAGGCGGCCGCGGTACCCCCTCGGACCCGTCG<K3CCGCGTCGGACaJGCQ0TXnTCGTCG^ 

TCAGTCCTGCTCCTCGGCCACOAAGTGCACGCAGTTGCCGGCCGGGTCGCGCAOGOCGAACTCCCGCCCCCACGGCTGCTCO^^ 

CTCGGTCATGGCCGGCCCGGAGOCGTCCCGGAAGTTCGTGGACACOACCTCCGACCAOXXSGCGTACAOCTCGTCCAG^^ 

CCACACCOVGGCCAGGGTGTTGTCCGGCACCACCTGGTCCTGGACCGCGCTGATGAACAGGCnCACOTCGTaXIGGAC^ • 

GAAGTC0TCCTCCACGAAGTCCCGGGAGAACCCGAGCCGGTCGGTCCAGAACTCGACCGCTCCX30C0ACaK»CGC0OM^ ' 

CCGGAACOGCACTGGTCAACrrGGCCATGCATGGTGATOGGCATTATGTGTOATGGGATOCOAKMMAGAGGGAAG^^ 

GGAGTGCTGGAGAAAGAGGGAOACGOCGGGCGGCGCGCCTTTrATACCCACGCCOOAAAGATCCOATCQATACTGAC^ 

TGAACACATCGGCGGCGGCCTGGACTGCGCGCCATCTGCAAATGCCCAGCCAGTCCrGTTOGGCG^ 

CCCCCTCGAGGGCGACGCTCTATTCTATCCATGCGCGCAATTGCAGGTGCGCOGTCGAAGAACAQTCCrrcGCACTlW^ 
. J^CGCTGCGACCCTGTCTACCTCTCATCCTAACCCCTCCGCGGOT^ 

CACCCTCCGATCCCGAGCACGTTCCTTACATOCCACAGeGfCAGAATTCAACACAATGCACCTTCARATCA^G^^ 
/u^TCATGGTCATAGCTGT^^CCTGTGTGAAATrar^ATCCGC^^^^ 

CCrcOGGTCCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTCCGCTCACTGCCCGCTITCCAGTC^^^ 
°$^I!^T°A'^^CGGCCAACGCOCGGGOAGAGGCGGTTTGCGTATTGGOCGCT^ 
OTCGTOGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCrcACTCAAAGGCOGTAATACGGmTCCACAGAAT^^^^^ 
CATGTGAGCAAAAGOCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTCOCGTrTrTCCAm^^ 

^:?5;^^ISi^^^V^'^'^°^^°^^<=^°™AG 

ACGCTGTAGGTATCrCAGrrCGGTGTAGGTCOn-CGCrcCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGrrCAGCC^^^ 

TTATCCGGTAACTATCGTCTrGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCO^G^^^ 

GCGAGGTATGTAGGCGOTGCTACAGAGTTCrrGAAGTCGTCGCCTAACTACGGCTACACTAGyWU^^^^ 

GCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAOAAGATCCTTTGATCTmCTACGOGGTCTGATO^^ 

TCTAAAOTATATATCAOTAAACTTGGTCTGACAGrrACCAATGCTTAATCAGTOAGGCACCTATCTCAGCGATCTG^ 
ATCTATAQTrOCCTXJACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCrrACCATCTO^ 

i^S^^^°"^*^°'^^*^A°^"^^^'^°^^'r^CCAGCCAOCCGOAAGOGCCGAGCGCA^^ ' 
COCaxX:ATCCAGrcTATrAATTGrrGCCG0GAAGCTAOAGTAAGTAGrrCGCCAGTrAATA0™^ 

TGTT0TG<V^VAAAAGCGGTTAOCTCrrTCQOTCCTCCX}ATCGTrGTCAOAAGTAAGTrc 
AGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATQCCATCCXn-AAGATCCrmcrGTGACTGCT^^ 
TCTATOOTGCGACCGAGTTGCTCT^ 
OOAAAAmTTCTTCOGGOCOAAAACT^^ 

AATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAOOOQTTCXXSCGCACATTTCCCXrGAAAAOTGCCACCT^^ 
TGACATTAACCTATAAAAATAOOCOTATCACOAOOCCCTTrcOTCTCOCOCGTTrcOOTOA^^ 
AOCTCCCGGAGACGGTCA(>QCrTOTCTOTAAGCQOATGCCGGGAQCAGACAAGCCCGTCAXcG^^ 
TOTCGG0GCTGGCTTAACTATGCO0CATCVi.GAGCAGATroTACTOAQAGTGCAa^^ 

CGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAOGCGAnAAOTOOOTAACGCX:AGGOTTnmXGT^ 

°°^S^°^°5C'^°'^CATGCCTGCAGGTC0ACGACC0AGCGCGCGCCAC^ 

GCGGOCCCCOCCGCGCCCCGTCOGGCGAGCGGGTGTATXnACGAACGGAACTGGGAGOOT^ 

?n?™?'^°^°^°°^°'^°^°^°<^^^^™°°^°™^°ATTAQTAACTOTACT^ 

ACAGGGTCGCAGCCCAGGTOCGAGAAGGACTGCGAAGGACTOTTCTTCOACCGCGCACCTCCAATTOC^^ 

^^^ZH2^^^^°^°°°°°A^'r^OACCAGGGCTGOTGGTGGCGCCCGACGGOAaX3QCTOGGCA^^ 

GCCa:CGCCCATOTGrrCATCCCOTmGTCAQTATCGATO)OATXm 

CTTrcTcavocAcntx:cATCCAOAOCACTTcrcnxnx:ccATTO^ 

Figure 7 : Sequence nucleotidique du vecteur pEGT, contenant 
le promoteur du gene gpd (4480-5122), un marqueur de 
resistance a la phl^omycine (507-1822) et le terminateur du 
g^ne sc3 (71-507). 
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AGCTrCTCCGGCCCCGAATCGAACGGCAGGATGTGTGGGCGTGTCCAATATTGCCATGAAAATCTGTCAGAAGTGAGCCCTCT^ 
CCTGTACAGCTTCGCTGAGTTGAAAAGCAGGGTTCATCTTGGGCTCACTGATGCACTGAGCTCGACCGGAGAACTAAATGACC^^ 
AGTGTTCACTAACTTAACGCCGGGTATTCAGGGCAGCTTCTCTATGTTGCGCCTACGACGTAGATCACCGCCCATG^ 
GGGAGGGGTGCGTrrGGTACGTCTTTACGTCTGGCTATOTTG 

GCCAGTGTCGTCGGATGTCCACTGTTGAGGCCATCCTTTTGCTAGACAGACGGAAGAGCTrrGGAGGTGCGATTCCT^ 

AGGGGCTTAGATGGAGAGTGACACGTCTGAGCTCCCCAACACGCCrrCGCCGAGGGTGCGTCTCCGCGGACATTCACCTCAGTTCATrG 

TTCTGACCTGCCTAAmTATAGACCGGCCAACAACCTTGCTGACGCCCATCATAACAGTGCCCTGCACAGAGCCTrCCCACTCAGrc^ 

CGCCTCCCTCAATCAATCCCACTAACTCGCCGGCTCTGCCCCTTCGCCGCTCGACACGTCGCTTGGAAGAGCCCGGGCACGGGCGT^^ 

TCCCCCCTTCCCTCCGCGTCGTCATGCACGCAGCGTTAATGTTGCTGCAGGCGAGCCGTAAGTATATTCAjVAGGOT^ 

caggcgcgcggggacctggcacgcgcggcatgaacatgcagacttggqtgacgataacttgaactcagacgcggcgaatgaatatcca 

aacgcgcgggaagaaaataatttacgggagcctccccaggtataaaagcccctcacccgctcactctttctccagtcg^ 

tcaactacccagcccttccttccttcgctatccttcyttacaacctgctcgccatgggatatcgcatgcctgcagagctct^ 

gggcccggtaccgcggccgccttaagacgcgtggatccgcaggtgaacgcgcctatcggtgggatattcgggcgacgggagcctcggc 

aatctgagcctcgttactgcctagcaaattcggaatcccrrcgatgtcatagggtcgcggacaagtgatcgtctt(^ 

GTGTTGACTCATTCCCTCGATAATGAACATTGTTGTTGTTGTTTGTTCTCTATCCGCrc^^ 

TTCGCCACGCAACAACCGCATGACGACATGGCGAA(XTAAGTAAAGGCTGAGTCGTGGACTAAAGCACTCCACTT^ 

CAGTCTACGTCATGAATGAAGCCTCAGGTCCCGAAGTAAGGGGGTACAAAAGGAGGGTGAAAGGTGGACGTTTTCm 

CCTCCCAGACCACCATGCCGGGAATTCCCAGCTTGCTCAAA^ 

CATACATGCACGACTTCAAAACATCCATTCTATCATTTTGGGATCGTACAATTATTAGACATGTTGTAC 

TTACTCTCCGGCCCAGTCTATGTAGAGGTAAAGTACAAGCGTCCAAAGGATCAGGCACTTAGAGCGCGCCGTCTTGC^ 

AGCGCGCCGTaTGCTTCGCCGCGTAGACGAGCAGGTCGCAGACACGGCGGGAGTAGCCCCACTCGTTGTCGTACCAGGCAATGAOCT^ 

CACGAAGCTCITGCTGATCGCGATGCCGGGGATCGATCCACGCGTCTTAAGGCGGCCGCGGTACCCCCTCGGACCCGTCGOGCCGCGTC 
GGA'CCGGCGGTGttCfGtdtlGtCTCGGm'Ore^ 

CCGCCCCCACGGCTGCTCGCCGATCTCGGTCATGGCCGGCCCGGAGGCGTCCCGGAAGTTCGTGGACACGACCTCCGACCACTCGGCGT 

ACAGCTCGTCCAGGCCGCGCACCCACACCCAGGCCAGGGTGTTGTCCGGCACCACCTGGTCCTGGACCGCGCTGATGAACAGGGTCACG 

TCGTCCCGGACCACACCGGCGAAGTCGTCCTCCACGAAGTCCCGGGAGAACCCGAGCCGGTCGOTCCAGAACTCGACCGCTCCGGCGAC 

GTCGCGCGCGGTGAGCACCGGAACGGCACTGGTCAACITGGCCATGCATGGTGATGGGCATTATGTGTGATGGGATGCGATGGGAGAG 

GGAAGTGCTCTGGATGGGAGTGCTGGAGAAAGAGGGAGACGGCGGGCGGCGCGCCITITATACCCACGCCCGAAAGATCC^^ 

CTGACAAAACGGGATGAACACATCGGCGGCGGCCTGGACTGCGCGCCATCTGCAAATGCCCAGCCAGTCCCGTCGGGCGCCACCACCA 

GCCCTGGTCGAOTCCCCCTCGAGGGCGACGCTCTATTCTATCCATGCGCGCAATTXjCAGGTGCGCGGTCGAAGAACAOTCCTTCG^^^ 

CCTTCTCOCACCTGGGCTGCGACCCTGTCTACCTCTCATCCTAACCCCTCCGCGGCTTCGCAGTACAGTTACTAATCTCACACCGAAG^ 

gctctcgcgccaccctccgatcccgagcacgttccttacatgccacagcgtcagaattgaacacaatgcacgtcaratcagat^^ 

GAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATAC 

TAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAArrGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTrrCCAGTCGGGAAACCT^ 

GCTGCATTAATOAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTrGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTrCCTCGCTCACTGACT^ 

GGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGG^ 

ATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGG^^^ 

ATCACAAAAATCOACGCTCAAGTCAGAGGTGGCOAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGG 

CGCTCTCCTOTTCCGACCCTGCCGCTTA(XGGATACCTGTCCGCCmCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCm 

GGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCOTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTC 

ACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACnTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGA™ 

GGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAOTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTAm 

ACCTrCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGC AAAC AAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTT^ 

CGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTOATCTITrcrrACGGGOTCTGACG^ 

GGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTT/^ 

TTGGTCTGACAGTTACCAATGOTAATCAGTOAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTAT^ 

GTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCOAGAC^ 

ATCAGCAATAAACX:AGCCAGCCGGAAQOGa:GAGCGCAOAAGTGGTCCTGCAACm 

GGGAAGCTAGAGTAAGTA0TTCX}CCAGTTAATAGTITGCGCAACX3TTGTTGCC^ 

GTATGGCTTCATTCAGCTCCGQTTCCCAACGATCAAGGCOAGTTAC^^ 

CTCCCATCGITGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGmTCACTCATGGTTAT^ 

AAGATGCTirrCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGG^^^ 

ACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACmAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTO 

CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGT/VACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCIT^ 

AAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACL\CGGAAATGTTGAATACTC^^ 

AGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACVi.TATTTGAATGTATm 

CGAA./UGTGCCACCTGACGTCTA/.GAAACCArrATrATCATGACATTAACCTATAAA^ 

GCGTrTCGGTaATGACQGTGAy\AACCTCTQACACATGCAGCTCCCGGAGACCGTCACAGCI^ 

AAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAAmTGCGGCATCAGAGCAGATTGTACT^ 
CATATGCGGTGTG.^VATACCGCACAGATGCGT^\GGAG.AAAATACCGCATCAGGCGCCATTC 
AGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTA'ITACGCCAGCTGGCGAAAGGGOGATGTGCTGCAjVGGCGAT^^^ 
T1TCCCAGTCACGACGTTGT-V\>'.ACG/\CGGCCAGTGCCA 
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ACTCGTTGTCGT 



OTCrroCTTCGCCGCmGAGCGCGCCGTCCTGCrrCGCCGCGTA^^^ 
ATCTCACACCGAAGAGGCTCTCGCGCCACCCTcSccSr^^^ 



VTACGGTTA 




AACTTGGTCTOACAOTTACCAATOCrrAATSSooSSc^ 

GGAAGCCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATyUGGG^A^^ 
TATCAGGOmTrGTCTCATGAGCGGA^J^^^ 

TGCCACCTGACGTCrAAGAAACCArrATTATCATS^A^ 

I°^ti:^^GGTGAAAACCrCTGACACATGSTC^^ 

GGGCGCGTCAGCOGGTGTTGGCGGGTOTCGGGGCTGGOT^ 

^A(iCO*OTrATCTraATCCATCATr^2SS^^^^l!2?i^^ 
OOOOTCQ0CCATTOAGCT»CA7m0COa!OC?S?^^ 



Figure 9 : Sequence nucMotidique du vecteur pELP, contenant 
le promoteur d« gene laccase (4457-6983), nn marquerde 
resistance a la phleomycine (507-1822) et le terminateur dn 
gene sc3 (71-507) (snite de la sequence, page sniv!!nte) 
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CAGCGAAGGTCCGTTGCGGATGGGAAGCAGGCAATCAGTGGGTGTCCTACGCCGCCACXjATGGTCGGGGAGCGTAGGCGCC^ 

TAAGGCGGCAAGCATCATGATGCTCTCCGATTCGGGAAGCCTGGTGCGATGCTGGAGAGACTCrrCTCCGAGAGACCAGTGTGCGCAAC 

fiTTCCTGGCCTGGAAGACmAAAGTGAGTGTAGAAGGCCGAGCAGAGGACGATCATCGGATTGCAGGAACCATCGGCA 

CTGGGAAGGATGGCTCTTGOTAGACATTCGCGGAAGGTGTCCTAGATGTGAGCGGGCTTCTTGGATGATCATGTCGTAAa 

CCTCGTCGGTGGTACGCATGGCAGGATTGAGCATTACGGTATGCCTCCCATOATAAACGATAACCCCTOCTTCAGGTTGGTCAT^ 

CATAGAGCGGCACGCTCTCAAGGCCTAGGCTATTCACACCTCCTTCGCAACATCCCTATTCACGGTGTCTGTAAGGAACGAC^ 

GGGATCACATGAAGTGCAGCATACTGTTCGCCGGTCTCGCAGTACAGACGCTAGTACGGGAAGTCGACATCCAAGCGTTCAOTCACCA 

CATGGCAAAAAAGCTOCACCATACTCTTTATGGTGAGTTGTTCGTGAGTGGTATACAGTCATTCATGAGGGA^^ 

GTGTGGCGGCCGCAATATTCATCGCCTGGCAATAOTCGATGTCCGTCCTTOTTCAATGAATATCATGGGTCA 

ACAGCGTTGACTGTGAATCCCTGGTGTGTGTTGGGCCGAACAGGTACGTTGCAGGAACACCAATATCTCTTCGGCAGCCCAG^^ 

CGAGCGGCACAGGCAGGCATCGCGCAACAGATCCCAGCCATCCGGCCTCTGACATTCGGGATACCTGAAGCCCTTCAGGTACGGAGC 

GAAGAGGTGGGCTCTCTGCAGCGATTGGCGGACGGATAGCTGTATTTCCTCTCTCACCATTGGGAAGATGTGAAAGGCTCCATCATAT 

AGCGGCTCAACTCTACCTCGAATGTCCAAACACGGCGGGAATACTTATTTATGTGGACAAGGCCGAGCTATGATAGCTTGCT^ 

GTTGGTAAGTCCCGCAATCTGCGGTTCAGGCAACAGTCTCGGAAAAATAAGAAGAATATTGTAGGTGCGTGTAGGCGTATC^ 

TGCGCACACACGGAGGCTTTAGGAGATGAAGCGCCCGTGAGCGGTAAGGGAGrrGGTTCACCGCCGCCCCGACCGACTCTCTC^^ 

CCCAGCATCATGTCTCGGCGCAAACrrTACCCTCTATrGACCAACTCCACGAGAAAGCAGGAACAGCTrCCTTC 

GCAATCCAGACCCTTAGCCGGTTCGTTACTCATCGTTATCCCTGCCGCCATCGTAGTGGAGTCAGCCTGGCCAGTGCGTAGTCC^ 

CTCTTGCTGCACTAGAGAAGCCCCATGAGACAGCGTTITnGCTTTAmCTGC^ 

CACGCCCAGAGGTATTGGGCTCGTCAGATTCCCAGrrrn'CTCCTCGGTCTGAATCGGCTGCACGGCAGATAA^ 
ATAGCCCTTCATAGCCCGCTATGAGAGTCGCAAAAGGCTTGTCAGTCAGGTCGGTCGAGTGGCTCTCACGAAGAGCGTCA^ 
•'C(:?ACAGCCGCCtTTCAGCGCAAtrATAGATCCTC(X:ATCATCeCCr^ 
CTCCGGGACGCGCAAATGCTGrrCGACGGAACGTAATCCTCrrCGTCCCGCCTCTmCGCrCTCACGCAT^ 
CGGCCGCTCATCAGGACCAGACCAGTCTCAATGTCTGGTACCGGCACAATGGTGACACTGCGGCAACTQAGTAGGTCTGOT^ 
GTGCACCGTCGCTTACGCTGACCTrCGGGATACTGTCCTGCAGACATCTGGAGCGan'GTCmCC^ 
GCAGGTCCTTGAAGACCGCTCGAGTCCCACTTGAGTTTTAGGTAGGACCTGTTCCTCCACAACCCCT^^ 



Figure 9 : Sequence laiicleotidiiqee dm vectemr pELP (sioiiteX 
comtemamt tte prcoimoteiuir difl geme kccase (4457-6983)9 im 
mmqwem de iresistsimee k fla pMeomyclm© (507-1B22) ©t le 
tternKifflMaiteiiir dm gem© §c3 (71-S07) 
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Figure 10 ; Resultats de production des transformants 
presentant les activites les plus importantes. La culture a ete 
effectuee avec ou sans (t^moin) ethanol ' 
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Jom-s de cul'tee 



1er depot 
2 



ctccttcgtg 


qtaggtcgta 


ggctcctgtc 


atcaagtttg 


cagacattct 


tagatacacc 


1320 


tttttcaatg 


cagctggatg 


ctagccagcc 


ggtggataac 


tactggatcc 


gcgcaaaccc 


1380 


taccttcQoa 


aacacaggtt 


ttqctggtgg 


aatcaattct 


gccatcctgc 


gttatgatgg 


1440 


cgcacccgag 


atcgagccta 


cgtctgtcca 


gactactcct 


acgaagcctc 


tgaacgaggt 


1500 


cgacttgcat 


cctctctcgc 


ctatgcctgt 


ggtacgtgtc 


tcaaagaacc 


tcgatcacta 


1560 


aatcrcatcftc 


aactcatatg 


gtgcatgaca 


gcctggcagc 


cccgagcccg 


gaggtgtcga 


1620 


caagcctctg 


aacttggtct 


tcaacttcgt 


gagtactgqc 


gcgcttccgt 


agcacacgtt 


1680 


naaacaaacrc 


ctgataccat 


gcagaacggc 


accaacttct 


tcatcaacga 


ccacaccttt 


1740 


cr t* r* e ccr c ccf t 


ctcrtcccaat 


cttgctacaa 


atcctcagtg 


qaqcqcaqqc 


qqctcaqqac 


1800 


ct aat cccac 

^ ^ \^ W W V«J \^ 


aaocrcaacQt 


gttcgttctt 


cccagcaact 


cgtccattga 


gatatccttc 


1860 




ccaatgcccc 


tggattcccc 


catccgttcc 


act'tgcacgg 


tgtacgtctg 


1920 


f*f t" tcpcctc 


ot ctaaacrac 


ggagticgata 


tcfcgactccc 


atcacagcac 


gccttcgctg 


1980 




Vi« Vi»vjs^ y 61 y w 


agcgtzctaca 


actacgacaa 


cccgalictitc 


cgcgacgt:cg 


2040 




ccagcccggc 


gacaacglica 


cgattcgctt 


cgagaccaat 


aacccaggcc 


2100 


cgtggttcct 


ccactgccac 


attgacttcc 


acctcgacgc 


aggctttgct 


qtagtcatgg 

3 3 33 


2160 


ccgaggacac 


tccggacacc 


aacTQccqcGfa 


accctgttcc 


tcaqqcqtqq 


tcggacttgt 


2220 


gccccatcta 


tgatgcactt 


gaccccagcg 


acctctgagc 


gggattgtta 


ctgtgacctg 


2280 


crt at ocraaac 


aacatigtcga 


gggctttcat 


cgatcaggga 


ctttcaaggt 


tggcataata 


2340 


tacctcacgg 


cctciaataac 


tcaaacacrccr 


tqtqqqcqtq 


qqtqtaactc 


tgcttgatgt 


2400 


"taaaaaaaacr 

w \4 v% Gi N4 ^ 


a ti ti li 1i a t g1i a 


gaacaattita 


tgagcaatca 


gcaat.caa'ta 


ggat'tgtg'tc 


2460 


oatttccraccr 


aaatatctta 

M M W ^ ^ w W ^ %J 


tctccctgac 


attacttttg 


ataccaqaaa 


^3 3y w 


2520 


atiaca'caiica 


"ttgagctctc 


aataccaaga 


aggattaccc 


atgtcaatac 


ccaagatcat 


2580 


gtcttcgctg 


tcccicaatcjQ 


tctcatgttg 


cqttqacrcaq 


atcgcagtac 


gttgaaaagc 


2640 


gattagtatt 


acatgcaaca 


tgcaacattt 


ggaagggggc 


atgcagaggt 


tcagctcgcg 


2700 


tcagtcggcc 


aagtagcgac 


ctttgccgca 


ctgcctgtta 


acctgaacgt 


atgcttcaga 


2760 


actccgtcgg 


tatcgagagc 


gatcgtgtac 


gttccgggat 


agatccattg 


atccccgctc 


2820 


tggtcggcgc 


gtgcgatggc 


cccgagcgtc 


accggcagct 


tcgcgatcgc 


gcttttccta 


2680 


uQggcgaggc 


catgtacccg 


rgtgtacgag 


acgagctgct 


tgttcgggtg 


gggcgaaggc 
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Ala Lys Leu Gly Pro Arg Phe Pro. Phe Gly Ser Asp Ser Thr Leu He 
180 185 190 



Asn Gly Leu Gly Arg Thr Thr Gly He Ala Pro Ser Asp Leu Ala Val 
195 200 205 



He Lys Val Thr. Gin Gly Lys Arg Tyr Arg Phe Arg Leu Val Ser Leu 
210 215 220 



Ser Cys Asp Pro Asn His Thr Phe Ser He Asp Asn His Thr Met Thr 
225 230 235 240 



He He Glu Ala Asp Ser He Asn Thr Gin Pro Leu Glu Val Asp Ser 
245 250 255 



He Gin He Phe Ala Ala Gin Arg Tyr Ser Phe Val Leu Asp Ala Ser 
260 265- 270 



Gin Pro Val Asp Asn Tyr Trp lie Arg Ala Asn Pro Ala Phe Gly Asn 
275 280 285 



Thr Gly Phe Ala Gly Gly He Asn Ser Ala He Leu Arg Tyr Asp Gly 
290 295 300 



Ala Pro Glu He Glu Pro Thr Ser Val Gin Thr Thr Pro Thr Lys Pro 
305 310 315 320 



Leu Asn Glu Val Asp Leu His Pro Leu Ser Pro Met Pro Val Pro Gly 
325 330 335 



Ser Pro Glu Pro Gly Gly Val Asp Lys Pro Leu Asn Leu Val Phe Asn 
340 345 350 



Phe Asn Gly Thr Asn Phe Phe He Asn Asp His Thr Phe Val Pro Pro 
355 360 365 



Ser Val Pro Val Leu Leu Gin He Leu Ser Gly Ala Gin Ala Ala Gin 
370 375 380 



Asp Leu Val Pro Glu Gly Ser Val Phe Val Leu Pro Ser Asn Ser Ser 
335 390 395 400 




1er dep6t. 
5 



Pro Phe His Leu His Gly His Ala Phe Ala Val Val Arg Ser Ala Gly 



430 



Sar ser Val Tyr Asn Tyr Asp Asn Pro lie Phe Arg Asp Val Val Ser 



445 



Thr Gly Gin Pro Gly Asp Asn Val Thr He Arg Phe Glu Thr Asn 



4 60 



Asn 



Pro Gly Pro Trp Phe Leu His Cys His He Asp Phe His Leu Asp Ala 

^"^^ 480 

Gly Phe Ala Val Val Met Ala Glu Asp Thr Pro Asp Thr Lys Ala Ala 



485 490 



Asn Pro Val Pro GlW Ala Trp Ser Asp L^u Cys Pro IleTyr AspAla' 



510 



Leu Asp Pro Ser Asp Leu 
515 



<210> 3 
<211> 2527 
<212> ADN 

<213> Pycnoporus cinnabarlnus 
<400> 3 

agatctccga accagaaatg cgattgcgtt caggcccaat taagaataaa gctgcgtcag 
ggcagcgacg tatcttgatc catcattgac tcaccggcat cggcgtcaac accaaagcaa 
gctcgtccca cccataggcg tgcaccggcc ggcgtgcgcc attgaggtac atgagcgggg 
cgaaagtccg ccattggtag ccctgtcgtg gacgcgcggc gatgaaacgt ttcccaccat 
tgggaagaaa cgtctgcggc ccatcatccc ttcaccggat gacaaggcgg cgtcgcgcct 
ttgccgcaga ggccggcggg cgacatgcac agcgaaggtc cgttgcggat gggaagcagg 
caatcagtgg gtgtcctacg ccgccacgat ggtcggggag cgtaggcgcc ctcccataag 
gcggcaagca tcatgatgct ctccgattcg ggaagcctgg tgcgatgctg gagagactct 
ctccgagaga ccagtgtgcg caacgttcct ggcctggaag actttaaagt gagtgtagaa 
gggcgagcag aggacgatca tcggattgca ggaaccatcg gcatcctcag cctgggaagg 
atggctcttg gtagacattc gcggaaggtg tcctagatgt' gagcgggctt cttggatgat 
catgtcgtaa ctttttctga cctcgtcggt ggtacgcatg gcaggattga gcattacggt 
atgcctccca ttcataaacg ataacccctt ccttcaggtt ggtcatctcc atagagcggc 
acgctctcaa ggcctaggct attcacacct ccttcgcaac atccctattc acggtgtctg 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
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900 
960 



taaggaacga cttgtcatgg gatcacatga agtgcagcat actgttcgcc ggtctcgcag 
tacagacgct agtacgggaa gtcgacatcc aagcgttcag tcaccacatg gcaaaaaagc 

tgcaccatac tctttatggt gagttgttcg tgagtggtat acagtcattc atgagggaat 1020 

gcccaccgga tagggtgtgg cggccgcaat attcatcgcc tggcaatagt cgatgtgcgt 1080 

ccttgttcaa tgaatatcat gggtcacatg tggagacggt taaacagcgt tgactgtgaa 1140 

tccctggtgt gtgttgggcc gaacaggtac gttgcaggaa caccaatatc tcttcggcag 1200 

cccagttctt tgcgagcggc acaggcaggc atcgcgcaac agatcccagc catccggcct 1260 

ctgacattcg ggatacctga agcccttcag gtacggagcg aagaggtggg ctctctgcag 1320 

cgattggcgg acggatagct gtatttcctc tctcaccatt gggaagatgt gaaaggctcc 1380 
atcatatagc ggctcaactc tacctcgaat gtccaaacac ggcgggaata cttatttatg . 14 4 0 

tggacaaggc cgagctatga tagcttgctc ccgaagttgg taagtcccgc aatctgcggt 1500 

tcaggcaaca gtctcggaaa aataagaaga atattgtagg tgcgtgtagg cgtatcgccc 1560 

aaatgcgcac acacggaggc tttaggagat gaagcgcccg tgagcggtaa gggagttggt 1620 

tcaccgccgc cccgaccgac tctctctctt tcccagcatc atgtctcggc gcaaacttta 1680 • 

ccctctattg accaactcca cgagaaagca ggaacagctt ccttgtctct catgacgtcc 1740 

gcaatccaga cccttagccg gttcgttact catcgttatc cctgccgcca tggtagtgga 1800 

gtcagcctgg ccagtgcgta gtcccgtctc tcttgctgca ctagagaagc cccatgagac 1860 

agcgtttttt gctttatttc tgctgtttct atagacacca taggggcaaa cgatcctgca 1920 

cgcccagagg tattgggctc gtcagattcc cagtttttct cctcggtctg aatcggctgc 1980 

acggcagata aatcggccgg aaatgctata gcccttcata gcccgctatg agagtcgcaa 2040 

aaggcttgtc agtcaggtcg gtcgagtggc tctcacgaag agcgtcaact tcgcgcgaca 2100 

gccgcctttc agggcaagat agatcctccc atcatcccct actgcgctca gcgccggtac 2160 

cgaacaattg acttaccgac atcctccggg acgcgcaaat gctgttcgac ggaacgtaat 2220 

cctcttcgtc ccgcctcttt tcgctctcac gcattccgtg tggttcgcgc gacggccgct 2280 

catcaggacc agaccagtct caatgtctgg taccggcaca atggtgacac tgcggcaact 2340 

gagtaggtct ggtcactctg gtgcaccgtc gcttacgctg accttcggga tactgtcctg 2400 

cagacatctg qagcgcctgt ctttccccta gtataaatga tgtctgtccg caggtccttg 2460 
?ao:'Ccoctc i^-Ttrccrct tasgttttsg ^tcagacctg" tccaccaaac occtcttrct 



1 er depot 
8 

gctatgttgt attgaccagc gtctgcagaa gatgggcacg acgatgcgcc gagccggcca 360 

gtgtcgtcgg atgtccactg ttgaggccat ccttttgcta gacagacgga agagctttgg 420 

aggtgcgatt cctctacgaa tgggaagggg cttagatgga gagtgacacg tctgagctcc 480 

ccaacacgcc ttcgccgagg gtgcgtctcc gcggacattc acctcagttc attgttctga 540 

cctgcctaat tgtatagacc ggccaacaac cttgctgacg cccatcataa cagtgccctg 600 

cacagagcct tcccactcag tcggcgcctc cctcaatcaa tcccactaac tcgccggctc 660 

tgccccttcg ccgctcgaca cgtcgcttgg aagagcccgg gcacgggcgt ccgctccccc 720 

cttccctccg cgtcgtcatg cacgcagcgt taatgttgct gcaggcgagc cgtaagtata 780 

' ttcaaaggcg tagcgaatga atagcaggcg cgcggggacc tggcacgcgc ggcatgaaca 84 0 

tgcagacttg ggtgacgata acttgaactc agacgcggcg aatgaatatc caaacgcgcg 900 

ggaagaaaat aatttacggg agcctcccca ggtataaaag cccctcaccc gctcactctt 960 

tctccagtcg aacaccccag ttcaactacc cagcccttcc ttccttcgct atccttcytt 1020 

acaacctgct cgc 1033 



<210> 6 

<211> 19 

<212> .ADN 

<213> SOquence artificieile 
<220> 

<223> Amorce PGR 

<4O0> 6 

caytggcayg grttcttcc 19 



<210> 7 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> sOquence artificieile ^ 
<220> 

<223> Amorce PGR 

<400> 7 

gagrtggaag tcratgtgrc 20 



:.:io 

::il 
212 
J13 



8 

20 

SUausnce artiticiells 
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<210> 9 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> SOquence artificielle 
<220> 

<223> Amorce PGR 

<400> 9 

cgcagtattg cgtggagag 

<210> 10 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Amorce PGR 

<400> 10 

gacatctgga gcgcctgtc 

<210> 11 

<211> 27 

. <212> ADN 

<213> SUquence artificielle 

<220> 

<223> Amorce PGR 
<4O0> 11 

atcgaaggtt ccgatgactg acatgac 

<210> 12 

<211> 5122 

<212> ADN 

<213> sOquence artificielle 



<220> 

<223> sOquence du vecteur pEGT 
<400> 12 

catgggatat cgcatgcctg cagagctcta gagtcgacgg gcccggtacc • gcggccgcct 
taagacgcgt ggatccgcag gtgaacgcgc ctatcggtgg gatattcggg cgacgggagc 
ctcggcaatc tgagcctcgt tactgcctag caaattcgga atcccttcga tgtcataggg 
tcgcggacaa gtgatcgtct tgctacatac tccaaggtgt tgactcattc cctcgataat 
gaacattgtt gttgttgttt gttctctatc cgctcagtca cgcgacccca cacgtgcatg 
gttgaacttc gccacgcaac aaccgcatga cgacatggcg aacctaagta aaggctgagt 
cgtggactaa agcactccac tttacggcga ggatgccagt ctacgtcatg aatgaagcct 



19 



19 



27 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
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cacfgtcccQs 


agtaaggggg 


"tacaaaagga 


gggtgaaagg 


tggacgtttt 


cttaccatcc 


480 


ttccacctcc 


cagaccacca 


tgccgggaat 


tcccagcttg 


ctcaaaaagg 


ttctgcccgt 


540 


acgcccgcga 


aattccttcg 


aggtggcccc 


tatcgcatac 


atgcacgact 


tcaaaacatc 


600 


cattctatca 


ut Lugggatc 


gtacaattat 


tagacatgtt 


gtacaacgtt 


acattccttt 


660 


ctuctttxac 


tctccggccc 


agt ctatgta 


gaggtaaagt 


acaagcgtcc 


aaaggatcag 


720 


gcacttagag 


cgcgccgtct 


tgcttcgccg 


cttagagcgc 


gccgtcctgc 


ttcgccgcgt 


780 


agacgagcag 


gtcgcagaca 


cggcgggagt 


agccccactc 


gttgtcgtac 


caggcaatga 


840 


gcttcacgaa 


gctcttgctg 


atcgcgatgc 


cggggatcga 


tccacgcgtc 


ttaaggcggc 


900 


cgcggtaccc 


cctcggaccc 


gtcgggccgc 


gtcggaccgg 


cggtgttggt 


cggcgtcggt 


960 


cagtcctgct 


cctcggccac 


gaagtgcacg 


cagttgccgg 


ccgggtcgcg 


cagggcgaac 


1020 


tcccgccccc 


acggctgctc 


gccgatctcg 


gtcatggccg 


gcccggaggc 


gtcccgg^ag 


1080 


ttcgtggaca 


cgacctccga 


ccactcggcg 


tacagctcgt 


ccaggccgcg 


cacccacacc 


1140 


caggccaggg 


tgttgtccgg 


caccacctgg 


tcctggaccg 


cgctgatgaa 


cagggtcacg 


1200 


tcgtcccgga 


ccacaccggc 


gaagtcgtcc 


tccacgaagt 


cccgggagaa 


cccgagccgg 


1260 


tcggtccaga 


actcgaccgc 


tccggcgacg 


tcgcgcgcgg 


tgagcaccgg 


aacggcactg 


1320 


gtcaacttgg 


ccatgcatgg 


tgatgggcat 


tatgtgtgat 


gggatgcgat 


gggagaggga 


1380 


agtgctctgg 


atgggagtgc 


tggagaaaga 


gggagacggc 


gggcggcgcg 


ccttttatac 


1440 


ccacgcccga 


aagatccgat 


cgatactgac 


aaaacgggat 


gaacacatcg 


gcggcggcct 


1500 


ggactgcgcg 


ccatctgcaa 


atgcccagcG 


agtcccgtcg 


ggcgccacca 


ccagccctgg 


1560 


tcgagtcccc 


ctcgagggcg 


acgctctatt 


ctatccatgc 


gcgcaattgc 


c^gcftgcgcgg 


1620 


tcgaagaaca 


gtccttcgca 


gtccttctcg 


cacctgggct 


gcgaccctgt 


ctacctctca 


1680 


tcctaacccc 


tccgcggctt 


cgcagtacag 


ttactaatct 


cacaccgaag 


aggctctcgc 


1740 


gccaccctcc 


gatcccgagc 


acgttcctta 


catgccacag 


cgtcagaatt 


gaacacaatg 


1800 


cacgtcarat 


cagatccccg 


ggaattcgta 


atcatggtca 


tagctgtttc 


ctgtgtgaaa 


1860 


ttgttatccg 


ctcacaattc 


cacacaacat 


acgagccgga 


agcataaagt 


gtaaagcctg 


1920 


gggtgcctaa 


tgagtgagct 


aactcacatt ' 


aattgcgttg 


cgctcactgc 


ccgctttcca 


1980 


gtcgggaaac 


ctgtcgtgcc 


agctgcatta 


atgaatcggc 


caacg.cgcgg 


ggagaggcgg 


204 0 




yggcgctctt 


ccgctrcctc 


gctcactgsc 


tcoctgcgct 


cggtcgttcg 
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acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac aggactataa agataccagg cgtttcccoc 
tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc 
ctttctccct tcgggaagcg tggcgotttc tcatagctca cgctgtaggt atctcagttc 
ggtgtaggtc gttcgctcca agctgggotg tgtgcacgaa ccccccgttc agcccgaccg 
ctgcgcctta tccggtaact atcgtcttga gtccaacccg gtaagacacg acttatcgcc 
actggcagca gccactggta acaggattag cagagcgagg tatgtaggcg gtgctacaga 
gttcttgaag tggtggccta actacggcta cactagaagg acagtatttg gtatctgcgc 
tctgctgaag ccagttacct tcggaaaaag agttggtagc tcttgatccg gcaaacaaac 
caccgctggt agcggtggtt tttttgtttg caagcagcag attacgcgca gaaaaaaagg 
atctcaagaa gatcctttga tcttttctac ggggtctgac gctcagtgga. acgaaaactc 
acgttaaggg attttggtca tgagattatc aaaaaggatc ttcacctaga tccttttaaa 
ttaaaaatga agttttaaat caatctaaag tatatatgag taaacttggt ctgacagtta 
ccaatgctta atcagtgagg cacctatctc agcgatctgt ctatttcgtt catccatagt 
tgcctgaotc cccgtcgtgt agataactac gatacgggag ggcttaccat ctggccccag 
tgctgcaatg ataccgcgag acccacgctc accggctcca gatttatcag caataaacca 
gccagccgga agggccgagc gcagaagtgg tcctgcaact ttatccgcct ccatccagtc 
tattaattgt tgccgggaag otagagtaag tagttcgcca gttaatagtt tgcgcaacgt 
tgttgccatt gctacaggca tcgtggtgtc acgctcgtcg tttggtatgg cttcattcag 
ctccggttcc caacgatcaa ggcgagttac atgatccccc atgttgtgca aaaaagcggt 
tagctccttc ggtcctccga tcgttgtcag aagtaagttg gccgcagtgt tatcactcat 
ggttatggca gcactgcata attctcttac tgtcatgcca tccgtaagat gcttttctgt 
gactggtgag tactcaacca agtcattctg agaatagtgt atgcggcgac cgigttgctc 
ttgcccggcg tcaatacggg ataataccgc gccacatagc agaactttaa aagtgctcat 
cattggaaaa cgttcttcgg ggcgaa'aact ctcaaggatc ttaccgctgt tgagatccag 
ttcgatgtaa cccactcgtg cacccaactg atcttcagca tcttttactt tcaccagcgt 
ttctgggtga gcaaaaacag gaaggcaaaa tgccgcaaaa aagggaataa gggcgacacg 
gaaatgttga atactcatac tcttcctttt tcaatattat tgaagcattt atcagggtta 
ttgtctcatg agcggataca tatttgaatg tatttagaaa aataaacaaa taggggttcc 
gcgcacattt ccccgaaaag tgccacctga cgtctaagaa accattatta tcatgacatt 
aacctataaa aataggcgta tcacgaggcc ctttcgtctc' gcgcgtttcg gtgatgacgg 



2340 
2400 
2460 
2520. 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 

'X 

3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
3780 
3840 
3900 
3960 
4020 
4060 
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tgaaaacctc tgacacatgc agctcccgga gacggtcaca gcttgtctgt aagcggatgc 4140 

cgggagcaga caagcccgtc agggcgcgtc agcgggtgtt ggcgggtgtc. ggggctggct 4200 

taactatgcg gcatcagagc agattgtact gagagtgcac catatgcggt gtgaaatacc 4260 

gcacagatgc gtaaggagaa aataccgcat caggcgccat tcgccattca ggctgcgcaa 4320 

ctgttgggaa gggcgatcgg tgcgggcctc ttcgctatta cgccagctgg cgaaaggggg 4380' 

atgtgctgca aggcgattaa gttgggtaac gccagggttt tcccagtcac gacgttgtaa 4440 

aacgacggcc agtgccaagc ttgcatgcct gcaggtcgac gaccgagcgc gcgccaccca 4500 

gcctatcccg cgcgggtcgg gacccaaaat aagcgggccc cgccgcgccc cgtcgggcga 4560 

gcgggtgtat ctacgaacgg aactgggagg cgactcggaa gagtttggtt agaaagggga 4 620 

acaccatcgc ggacggccca gtgctctggd cagctgagcg tgcattgtgt tcaattctga 4680 

cctgtggcat gtaaggaacg tgctcgggat' cggagg cgcgagagcc tcttcggtgt 4740 

gagattagta actgtactgc gaagccgcgg aggggttagg atgagaggta gacagggtcg 4800 

cagcccaggt gcgagaagga ctgcgaagga ctgttcttcg accgcgcacc tgcaattgcg 4860 

cgcatggata gaatagagcg tcgccctcga gggggactcg accagggctg gtggtggcgc 4 920 

ccgacgggac tggctgggca tttgcagatg gcgcgcagtc caggccgccg ccgatgtgtt 4 980 

catcccgttt tgtcagtatc gatcggatct ttcgggcgtg ggtataaaag cgcgccgccc 5040 

gccgtctccc tctttctcca gcactcccat ccagagcact tccctctccc atcgcatccc 5100 

atcacacaat aatgcccatc ac 5122 

<210> 13 
<2.11> 54 90 
<212> ADM 

<213> sOquence artificielle 

<220> , 
<223> sOquence du vecteur pESC * 

<400> 13 

agcttctccg gccccgaatc gaacggcagg atgtgtgggc gtgtccaata ttgccatgaa 60 

aatctgtcag aagtgagccc tctcgtcacc ctgtacagct tcgctgagtt gaaaagcagg 120 

gttcatcttg ggctcactga tgcactgagc tcgaccggag. aactaaatga. ccagccggag 180 

tgttcactaa cttaacgccg ggtattcagg gcagcttctc tatgttgcgc ctacgacgta 240 

aatceccgcc c^tgaacggg ggaaacgggg aggggtgcgt ttggtacgtc tfctacgtctg 300 
- -zzitz-^ta-t j-.tTiQ^Z'Zic.c .r-^cc?-::!-;:-! :L?tv77::.r'7r: zzzztC\cciC'. 'j-icczczczz 
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gaacccgagc cggtcggtcc agaactcgac cgctccggcg acgtcgcgcg cggtgagcac 2340 

cggaacggca ctggtcaact tggccatgca tggtgatggg cattatgtgt gatgggatgc 24 00 

gatgggagag ggaagtgctc tggatgggag tgctggagaa agagggagac ggcgggcggc 24 60 

gcgcctttta tacccacgcc cgaaagatcc gatcgatact gacaaaacgg gatgaacaca 2520 

tcggcggcgg cctggactgc gcgccatctg caaatgccca gccagtcccg tcgggcgcca 2580 

ccaccagccc tggtcgagtc cccctcgagg gcgacgctct attctatcca tgcgcgcaat 2640 

tgcaggtgcg cggtcgaaga acagtccttc gcagtccttc tcgcacctgg gctgcgaccc 2700 

tgtctacctc tcatcctaac ccctccgcgg cttcgcagta cagttactaa tctcacaccg 27 60 

aagaggctct cgcgccaccc tccgatcccg agcacgttcc ttacatgcca cagcgtcaga 2820 

attgaacaca atgcacgtca ratcagatcc ccgggaattc gtaatcatgg tcatagctgt 2880 

ttcctgtgtg aaattgttat ccgctcacaa ttccacacaa catacgagcc ggaagcataa 2940 

agtgtaaagc ctggggtgcc taatgagtga gctaactcac attaattgcg ttgcgctcac 3000 

tgcccgcttt ccagtcggga aacctgtcgt gccagctgca ttaatgaatc ggccaacgcg 3060 

cggggagagg cggtttgcgt attgggcgct cttccgcttc ctcgctcact gactcgctgc 3120 

gctcggtcgt tcggctgcgg cgagcggtat cagctcactc aaaggcggta atacggttat 3180 

ccacagaatc aggggataac gcaggaaaga acatgtgagc aaaaggccag caaaaggcca 3240 

ggaaccgtaa aaaggccgcg ttgctggcgt ttttccatag gctccgcccc cctgacgagc 3300 

atcacaaaaa tcgacgctca agtcagaggt ggcgaaaccc gacaggacta taaagatacc 3360 

aggcgtttcc ccctggaagc tccctcgtgc gctctcctgt tccgaccctg ccgcttaccg 3420 

gatacctgtc cgcctttctc ccttcgggaa gcgtggcgct ttctcatagc tcacgctgta 3480 

ggtatctcag ttcggtgtag gtcgttcgct ccaagctggg ctgtgtgcac gaaccccccg 3540 

ttcagcccga ccgctgcgcc ttatccggta actatcgtct tgagtccaac ccggtaagac 3600 

acgacttatc gccactggca gcagccactg gtaacaggat tagcagagcg aggtatgtag 3660 

gcggtgctac agagttcttg aagtggtggc ctaactacgg ctacactaga aggacagtat 3720 

ttggtatctg cgctctgctg aagccagtta ccttcggaaa aagagttggt agctcttgat 3780 

ccggcaaaca aaccaccgct ggtagcggtg gtttttttgt ttgcaagcag-cagattacgc 3840 

gcagaaaaaa aggatctcaa gaagatcctt tgatcttttc tacggggtct gacgctcagt 3900 

qgaacgaaaa ctcaccttaa aggattttag tcatgagatt atcaaaaaog atcttcacct 1<9^0 
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catctggccc cagtgctgca atgataccgc gagacccacg ctcaccggct ccagatttat 4200 
cagcaataaa ccagccagcc ggaagggccg agcgcagaag tggtcctgca actttatccg 4260 
cctccatcca gtotattaat tgttgccggg aagctagagt aagtagttcg ccagttaata 4320 
gtttgcgcaa cgttgttgcc attgctacag gcatcgtggt gtcacgctcg tcgtttggta 4380 
tggcttcatt cagctccggt tcccaacgat caaggcgagt tacatgatcc cccatgttgt 4440 
gcaaaaaagc ggttagctcc ttcggtcctc cgatcgttgt cagaagtaag ttggccgcag 4500 
tgttatcact catggttatg gcagcactgo ataattctct tactgtcatg ccatccgtaa 
gatgcttttc tgtgactggt gagtactcaa ccaagtcatt ctgagaatag tgtatgcggc 
gaccgagttg ctcttgcccg gcgtcaatac gggataatac cgcgccacat agcagaactt 
taaaagtgct catcattgga aaacgttctt cggggcgaaa actctcaagg atcttaccgc 
tgttgagatc cagttcgatg taacccactc gtgcacocaa ctgatcttca gcatctttta 
ctttcaccag cgtttctggg tgagcaaaaa caggaaggca aaatgccgca aaaaagggaa 
taagggcgac acggaaatgt tgaatactca tactcttcct ttttcaatat tattgaagca 4920 
tttatcaggg ttattgtctc atgagcggat acatatttga atgtatttag aaaaataaac 4980 
aaataggggt tccgcgcaca tttccccgaa aagtgccacc tgacgtctaa gaaacoatta 
ttatcatgac attaacctat aaaaataggc gtatcaogag gccctttcgt ctcgcgcgtt 
tcggtgatga cggtgaaaac ctctgacaca tgcagctccc ggagacggtc acagcttgtc 
tgtaagcgga tgccgggagc agacaagccc gtcagggcgc gtcagcgggt gttggcgggt 
gtcggggctg gcttaactat gcggcatcag agcagattgt actgagagtg caccatatgc 
ggtgtgaaat accgcacaga tgcgtaagga gaaaataccg catcaggcgc cattcgccat 
tcaggctgcg caactgttgg gaagggcgat cggtgcgggc ctcttcgcta ttacgccagc 
tggcgaaagg gggatgtgct gcaaggcgat taagttgggt aacgccaggg ttttoccagt 
cacgacgttg taaaacgacg gccagtgcca 



4560 
4620 
4680 
4740 
4800 
4860 



5040 
5100 
5160 
5220 
5280 
5340 
5400 
5460 
5490 
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